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Depuis l'instauration des critères A. B et C de qualité du sol de la politique du 
Ministère de l'Environnement et de la Faune (MEF), la biorestauration de sites 
contaminés aux produits de préservation du bois, plus particulièrement au PCP. est 
problématique. Le concept de bioaugmentation par sol activé est une technique fon 
prometteuse qui permettrait d'atteindre le critère C du MEF. La technique de 
production de sol activé a été développée au cours des cinq dernières années dans le but 
de produire un inoculum permettant une biodégradation efficace du PCP dans un laps 
de temps le plus court possible. 
Le concept du sol activé repose essentiellement sur le développement d'un consortium 
provenant d'une fraction de sol contaminé et possédant l'activité recherchée. Cette 
biomasse immobilisée sur des particules de sol est développée en réacteur par 
enrichissement sclectif pour son utilisation subséquente comme inoculum pour le 
traitement de sol contamine en biopile. 
Les travaux de Otte (1 998) et Barbeau (1996) ont porté sur la production de sol activé à 
l'aide de solution de PCP comme substrat d'enrichissement. La bioaugmentation d'un 
sol contaminé aux produits de préservation du bois à l'aide d'un de ces sols activés a 
permis la dégradation de 500 mgAg de PCP à 5 mgkg en 130 jours. Cependant 
plusieurs aspects sont encore problématiques. Premièrement. le PCP présent dans un 
sol est très souvent accompagné d'autres contaminants comme les hydrocarbures 
pétroliers (C io-Cjo), les dioxines et les furannes, dont il faudra aussi se débarrasser afin 
de respecter les criteres du MEF. Le devenir des impuretCs contenues dans une 
solution de préservation du bois n'a pas encore fait l'objet d'étude. De plus. dans 
l'optique des nouvelles dispositions de la loi fédérale sur les substances nouvelles 
concernant les produits de biotechnologies (LPCE). la biomasse produite lors de 




Afin d'améliorer la technique d'activation des sols et de caractériser la biomasse 
produite. des essais de bioactivation en laboratoire ont été effectués. Au cours des 
activations. un réacteur était alimenté au sel de pentachlorophénol (NaPCP) grade 
technique (tel que fait par Barbeau, 1996), alors qu'un deuxième réacteur alimenté avec 
une solutioti commerciale de préservation de bois à base de PCP et de diésel #2. 
L'hypothise de base du présent projet était que la production d'une biomasse active 
sous forme de sol activé a l'aide d'une solution de préservation du bois à base de PCP 
pcrmet l'acclimatation de la flore indigène à plusieurs contaminants tout en maintenant 
une bonne activité de dégradation du PCP et en ne modifiant pas la biodiversité de 
l'inoculum. 
En premier lieu, trois activations ont été effectuées dans des réacteurs de 10 L en acier 
inosydable. Les milieux de culture étaient constitués de 10% (p/v) de sol contaminé et 
d'une solution saline minérale (MSM). Deux sols activés étaient produits lors de 
chaque activation; un qui a été alimenté au NaPCP et un autre qui a été alimenté à l'aide 
de la solution de préservation du bois. 
Une première activation avait pour but de vérifier la possibilité d'activer plus d'une 
flore microbienne i la fois, ainsi que de mettre au point les techniques de suivi. La 
deuxième activation avait pour but de comparer l'activité de biodégradation ainsi que 
les biomasses produites par la technique de bioactivation à l'aide des deux solutions 
d'activation. Suite aux informations recueillies lors des deux premières activations. une 
troisième production a été effectuée dans le but de produire un inoculum pour la 
bioaugmentation d'un sol contaminé aux produits de préservation du bois. 
Les risultats obtenus ont permis d'affirmer que l'utilisation de la solution de 
prkservation à base de diésel #2 et de PCP comme contaminant cible lors de la 
production d'un sol activé. augmente non seulement les capacités de dégradation du 
PCP de la flore indigène mais aussi stimule la dégradation des hydrocarbures pétroliers. 
En effet. les taux de dégradation du PCP dans les réacteurs alimentés à la solution de 
préservation étaient comparables à ceux obtenus dans les réacteurs alimentés au 
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NaPCP. De plus, le suivi des hydrocarbures pétroliers et des essais de minéralisation 
en microcosmes avec de I'hexadécane radio-marqué, ont montré la stimulation des 
bacteries hydrocarbonoclastes. 
Une analyse des résultats des comptes microbiens a permis de déterminer que le 
procédé d'activation avait une influence sur la biodiversité de la flore indigène. En 
effet. dans les deus réacteurs. la sélection microbienne, due à la spécificité du substrat. 
a commence par favoriser les dégndeurs pour ensuite atteindre un second équilibre où 
d'autres souches tolérantes au PCP ont pu croître grâce au carbone provenant de la 
rnortaliti dcs bactéries. 
La comparaison des trois productions de biomasse active a permis de déterminer que la 
méthode d'alimentation influence l'activité de dégradation du PCP. Les périodes de 
famine ont ralenti la minéralisation du PCP et probablement celle des hydrocarbures. 
À l'opposé. les ajouts de PCP faits lorsque l'activité de dégradation était à son 
maxiiiiurn ont dicuplé les taux de dégradation. 
Un bilan de masse sur la deuxième activation, des dibenzo-p-dioxines et 
dibcnzofurannes polychlorées, n'a pas permis de conclure à une dégradation malgré la 
récupération de seulement 52 et 60% en équivalents toxiques dans le réacteur alimenté 
au NaPCP et le réacteur alimenté à la solution de préservation de bois respectivement. 
La deuxième phase du projet portait sur la bioaugmentation d'un sable contaminé aux 
produits de préservation du bois (1 10 mgkg de PCP et 1350 mgkg de CIO-Cjo) Le 
principal objectif de cette phase expérimentale était de déterminer l'efficacité des 
derniers inoculum produits. Trois traitements ont donc été comparés a un sol stérilisé, 
une bioaugmentation avec un sol activé au NaPCP, une bioaugmentation avec un sol 
activé à la solution de préservation du bois et une biostimulation (ajout de nutriments). 
Les trois traitements étudiés ont permis d'atteindre le critère C du MEF pour la 
concentration en PCP après 10 semaines dans les réacteurs bioaugmentés au sol activé 
au NaPCP. 12 semaines dans les réacteurs traités par biostimulation et 13 semaines 
dans les réacteurs bioaugmentés au sol activé à la SPB. Les bioaugmentations 
successives n'ont pas réussi à abaisser la concentration résiduelle du PCP sous 4 mgkg. 
Tous les traitements ont réussi à abaisser la concentration de CIO-Cso sous le critère B 
du MEF (700 mgkg) dès la semaine 4. Selon les résultats de la semaine 13 19, les 
bioaugmentations successives n'ont pas vraiment stimulé la dégradation des 
hydrocarbures pétroliers. 
Le suivi du pH a montré que la rnajoritk de la dégradation des PCP a eu Lieu entre la 
semaine O et la semaine 4. Le premier échantillonnage a 6té effectué à la semaine 5. 
Les trois traitements 6tudiés ont montré des performances (taux de dégradation et 
concentrations finales) similaires autant pour la dégradation du PCP que pour les Cie- 
G o .  
Le sol activé à la solution de prtservation utilisé pour les essais de bioaugmentation 
montrait, avant son inoculation, de faibles performances de minéralisation du PCP et de 
l'hexadécane. Le sol bioaugmenté avec ce sol activé a aussi montré de faibles 
performances de mindralisation comparativement aux deux autres traitements. 
Les résultats obtenus lors des essais de bioaugmentation soulignent deux facteurs 
importants à considérer lors du choix d'un traitement par ajout de biomasse acclimatée. 
Premièrement, la bioaugmentation Ctant une solution plus coiiteuse que la simple 
biostimulation. les capacités de dégradation de la flore indigène du sol doivent être 
biens établies avant de considérer l'ajout de biomasse. En effet, un sol dont la 
contamination et les caractéristiques ne nuisent pas au développement d'une flore de 
dégradeurs efficaces. peut être traite par l'ajout de nutriments et l'apport d'oxygène 
nécessaires. En second lieu, le caractère inhibiteur observe de l'ajout du sol activé à la 
solution de préservation de bois soulève une problematique nouvelle dans le domaine 
de la décontamination des sols qui est le devenu de la biodiversité microbienne de la 
flore indigène d'un sol lors d'un traitement biologique tel que la bioaugmentation par 
sol activé. L'dcologie des sols fait partie du cycle de la vie de la planète et son 
déséquilibre peut se répercuter à des niveaux trophiques supérieurs. 
ABSTRACT 
Since the establishment of the A,B and C criteria for soi1 and groundwater quality by 
the Ministere de l'Environnement et de la Faune (MEF), bioremediation of sites 
contaminated by wood preservation products. especially pentachlorophenol (PCP), is 
problematic. The concept of bioaugmentation using activated soil is a promising 
approach that would permit reaching the MEF's C cntena. The activated soil technique 
was developed during the 1s t  five years in order to produce an inoculum capable of 
degrading PCP efficiently in a short period of time. 
The concept of activated soil is based on the enrichment of a consortium from a portion 
of contaminated soil that demonstrates degradation capacities. This biomass 
immobilized on soil particles is cultivated in bioreactors and fed with a targeted 
contaminant. Once the desired biomass density is reached. it is used as an inoculum to 
treat contaminated soil in biopiles. 
Barbeau's (1996) and Otte's (1998) studies were related to the production of activated 
soil with PCP as targeted contaminant. Bioaugmentation of a soil contaminated with 
wood preservation compounds with one of these activated soils permitted the 
degradation of PCP from 500 mgkg to 5 mgkg in 130 days. However, many aspects 
remain problematic. First, PCP is often accompanied by other contaminants such as 
petroleurn hydrocarbons, polychlorinated dioxins and furans that also require 
remediation. The environmental fate of the impurities contained in the wood- 
preserving oil has not been studied. Moreover, the new dispositions of the Canadian 
law on new substances requires that the impact of this technology on soil ecology be 
assessed before it can be tested in the field. 
Ln order to improve the soil activation technique and to characterise the biomass 
produced, laboratory scale bioactivation experiments were perfomed. Dunng the 
activations, one reactor was fed with technical grade PCP salt (NaPCP) as previously 
done by Barbeau (1996). the other nactor was fed with an industrial wood-preserving 
oil containing commercial grade PCP and diesel oil#2. 
The hypothesis of the project was that production of an active biomass in the form of 
soil activated with PCP based wood-preserving oil permits the acclimation of the 
indigenous Bora to several contaminants while maintainhg good PCP degradation 
activity and not modifying the inoculum biodivenity. 
Three activations were performed in 10 L stainless sied reactors. The growth medium 
was composed of 10% (w/v) of contaminated soil and mineral salt medium (MSM). 
Two activated soils were produced during each activation; one was fed with NaPCP 
and the other with wood-pnserving oil. 
The objective of the fmt activation was to verQ the possibility of activating mon than 
one Bora and to develop monitoring techniques. The purpose of the second activation 
was to compare the bidegradation activities and the biomass produced with the two 
activating solutions. With the information acquired during the fint two activations, a 
third one was performed in order to produce an inoculum for the bioaugmentation 
experiments. 
The results obtained permitted to assert that the use of PCP based wood-pnserving oil 
as targeted contaminant in the production of activated soil increased not only PCP 
degradation but aiso stimulated the petroleum hydrocarbon degradation. Indeed, PCP 
degradation rates in the reactor fed with wd-preserving oil were comparable to those 
reached in the reactor fed with NaPCP. Moreover. petroleum hydrocarbons 
concentration monitoring and mineralkation experiments with radiolabeled hexadecane 
showed the stimulation of hydrocarbonoclastic bacteria. 
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The analysis of microbial counts determined that the process of activation had an 
influence on the indigenous flora biodivenity. Indeed, in both reactoa, microbial 
selection, due to the substrate specificity, initially favoured the growth of PCP 
degrading bacteria. A second equilibrium was reached later during the activation 
process when other PCP tolerant bacteria could grow on carbon ftom deceased 
bacteria. 
The three biomass production cornparisons determined that the feeding method 
influenced PCP degradation activity. Periods of starvation slowed PCP mineralisation 
and probably petroleum hydrocarbons mineralisation. In contrast, spiking the reactors 
with PCP while the degradation activity was at its niaXimai rate significantly increased 
degradation rates. 
Mass balances on polychlorinated dibenzo-p-dioxins and dibeazohirans did not permit 
to conclude that biodegradation of these contaminants even if only 52 and 60% in toxic 
equivalence were recuperated in the reactor fed with NaPCP and wood-preserving oil 
respec tivel y. 
The second phase of the project focused on the bioaugmentation of sand contaminated 
with wood preservation compounds (1 10 mgntg of PCP and 1350 mgkg Clo-C50). The 
principal objective of the experiments was to determine the efficiency of the inoculum 
produced during activation. Three treatments were compared to a sterilised soil; 
bioaugmentation using soil activated with NaPCP, bioaugmentation using soil activated 
with wood-preserving oil and biostimulation. 
Al1 three treatments permitted to reach the MEFs C critena for PCP concentration in 
10 to 13 weeks and B cnteria for petroleum hydrocarbons concentration in 4 weeks. A 
second inoculation of activated soils after 12 weeks did not succeed in b ~ g i n g  down 
PCP concentration under 4 mgkg. 
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pH monitoring showed that the majority of PCP degradation occumd during the fust 4 
weeks. However, the fmt sample for PCP monitoring was taken during the fifth week. 
The three treatments snidied showed sirnilar performances for PCP and CI&O 
degradation. 
The soil activated with wood-preserving oil used for the bioaugmentation experiments 
showed, More its inoculation, low PCP and hexadecane mineralisation performances. 
The bioaugmented soil also showed low mineraiisation performances compared to the 
two other treatments. 
Results obtained during the bioaugmentation experiments underlines two major factors 
to consider when a bioaugmentation treatment is chosen. First, bioaugmentation king 
more expensive than biostimulation, the degradative capacity of the indigenous flora 
must be well known before considering adding biomass. Indeed, a soil in which 
contamination and characteristics do not inhibit the growth of indigenous degraders cm 
be remediated by adding the necessary nutriments and oxygen. Secondly, the 
mineralisation inhibition observed in the soil bioaugmented with soi1 activated with 
wood-preserving oil emphasises a new problematic in the field of soil remediation 
which is the fate of the indigenous microbial diversity after a bioaugmentation 
treatment using activated soil. 
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Introduction 
Le pentachlorophhol (PCP) est un composé xénobiotique utilisé par l'industrie de la 
préservation du bois pour ses propriétds biocides. Il est utilisé sous forme dissoute 
dans une huile comprenant également plusieurs impuretés, telles les dioxines et les 
furannes. Cette solution de prdsenration. quoique très utile pour sa capacité de 
protection h long terme du bois, est également une source importante de contamination 
de sol et d'eau souterraine. Le PCP fait partie des contaminants listes prioritaires par 
l'agence américaine de protection de l'environnement. et est réglementé dans la 
politique de réhabilitation des sols contaminCs (MENVIQ, 1988) 
Le PCP peut être dégradé de biologiquement par des souches bacteriennes. sous des 
conditions aérobies et anaérobies. Des champignons possèdent également la capacité 
de s'y attaquer. Cependant, les conditions nécessaires à la biodégradation du PCP ne 
sont pas toujours présentes dans les envùo~ements naturels, ce qui fait que la demi- 
vie du PCP dans l'eau souterraine et le sol est estimée à 178 jours et 4.2 années 
respectivement (Howard et al., 1991). Depuis l'instauration des critères A. B et C de 
qualité du sol de la politique du MùUsttre de I'Envho~ement et de la Faune (MER, la 
biorestauration de sites contaminks au PCP est problkmatique. Au Québec, 
d'importantes quantités de sol sont à traiter et le critère C est difficilement atteignable 
par les methodes conventio~elles teiles les biopiles. Le concept de bioaugmentation 
par sol activé permettrait la décontamination de sol contaminé au PCP jusqu'au critère 
C. La technique de production de sol activé a et6 développée au cours des cinq 
dernières années dans le but de produire un inoculum permettant une biodégradation 
efficace du PCP dans un laps de temps le plus court possible (Barbeau et al.. 1997; 
One, 1998; Otte et al., 1994). 
Le concept du sol activé repose essentiellement sur le développement d'un consortium 
provenant d'une fraction de sol contamin6 et possédant l'activité recherchée. Cette 
biomasse immobilisée sur des particules de sol est développée en réacteur par 
enrichissement sélectif pour son utilisation subsdquente comme inoculum pour le 
traitement de sol contaminé en biopile. Mueller et aL(1991) pdconisent l'utilisation de 
bioréacteur en phase boueuse pour la bioddgradation de composés récalcitrants. En 
général, les taux et l'activitd des degradeun se contrôlent mieux et sont ainsi plus 
prévisibles en bioréacteurs. Ceci est dQ B plusieurs phénomènes le meilleur mélange 
par contact entre les micro-organismes et les polluants et le maintient des conditions 
optimales (pH, température, oxygéne dissous, nutriments, biodisponibilité du substrat, 
etc.). Le traitement de sol contaminé en biopile est une pratique très répandue pour la 
rémédiation de sol contenant des hydrocarbures pétroliers. Cette technique peu 
coûteuse consiste essentiellement à disposer le sol en piles rectangulaires et à lui 
fournir nutriments et oxygène nécessaires à la dégradation. Lorsque des composés plus 
récalcitrants sont en jeu, l'ajout de biomasse acclimatée est souvent recommandé. 
Les travaux de Otte (1998) et Barbeau (1996) ont démontré que la bioaugmentation de 
sol contaminé aux produits de préservation du bois à l'aide d'un sol activé est une 
technique fort prometteuse qui permettrait de traiter des sols fortement contaminés 
rapidement et économiquement. Cependant plusieurs aspects demandent encore de la 
recherche. Premièrement. le PCP présent dans un sol est très souvent accompagné 
d'autres contaminants comme les hydrocarbures pétroliers (Cio-C50)T les dioxines et les 
furannes, dont il faudra aussi se débarrasser afin de respecter les criteres du MEF. Le 
devenir des impuretés contenues dans une solution de préservation du bois n'a pas 
encore fait l'objet d'btude. De plus. dans l'optique des nouvelles dispositions de la loi 
fédérale sur les substances nouvelles concernant les produits biotechnologiques 
(LPCE), la biomasse produite lors de l'activation d'un sol doit être caractérisée afin de 
pouvoir utiliser cette technologie à grande échelle (Gouvernement du Canada et al., 
1999). 
Ce mémoire porte sur la probldmatique de la rémediation de sols contaminés aux 
produits de préservation du bois et plus particuli5rement sur le concept de 
bioaugmentation 2 l'aide de sols activés. M i  d'améliorer la technique d'activation des 
sols et de caractériser la biodiveaité de la biomasse produite, des essais de 
bioactivation en laboratoire ont et6 effectués. Au cours des expérimentations. un 
réacteur était activé à l'aide de sel de pentachlorophénol (NaPCP) grade technique, 
alors qu'un deuxième réacteur était activé à l'aide d'une solution commerciale de 
préservation de bois h base de PCP. L'acclimatation de la flore microbienne il plus 
d'un contaminant. tel que les composants de la solution de préservation de bois, 
permettrait le traitement de plusieun contaminants en même temps par la technologie 
de bioaugmentation de biopiles par sols actives. Des essais de bioaugrnentation en 
réacteurs utilisant les deux sols actives produits ont permis de vérifier l'effet de 
I'inoculation d'un sol contamine aux produits de préservation du bois. 
Au terme d'une revue de littérature mettant en relief les éléments clefs permettant de 
bien situer le sujet de la recherche effectuée par rapport aux travaux publiés jusqu'à ce 
jour, les hypothkses de recherche et objectifs sont prksentks. Ce projet de recherche est 
constitué de 2 phases expérimentales se retrouvant sous forme de chapitres où sont 
présentts le matériel et les methodes utilisés ainsi que les dsultats et discussions. Le 
chapitre suivant traite donc de l'ttude de la technique de bioactivation ainsi que de la 
caractérisation de la biomasse produite. ks effets de la bioaugmentation sur le 
traitement de sols contaminés aux produits de préservation du bois par les consortiums 
microbiens en fonction de la solution d'activation utilisée sont le sujet du chapitre 3. 
Les principales conclusions et recommandations émergeant de ce projet de recherche 
sont ensuite résumt5es. 
Chapitre 1 Revue de littérature 
Ce premier chapitre a pour but de mettre en relief les éléments clefs permettant de bien 
situer le sujet de la recherche effectuée par rapport aux travaux publiés jusqu'h ce jour. 
Les différents aspects touchant la production d'une biomasse indigène sous forme de 
sol activé pour la bioaugmentation de sol contaminé aux produits de préservation du 
bois seront ainsi traites afin d'aider à la compréhension des phhomènes qui seront 
discutés. 
La plupart des études traitant de traitements de sites contaminés aux produits de 
préservation du bois ciblent la degradation du PCP (et des HAP dans les cas de 
contamination à la créosote). C'est un compose récalcitrant mais biodégradable 
(Alexander. 1994). Récemment, les dibenzo-p-dioxines et dibenzofurannes, des 
produits secondaires de la fabrication du PCP excessivement toxiques (Mc Allister et 
al., 1996). prennent place dans la probldmatique. Enfin, le principal composant de 
solutions de préservation est le solvant utilisé pour dissoudre le PCP. Dans le cadre du 
projet ce solvant etait une huile diésel #2. 
Cette revue de littérature explore en premier Lieu, Mat de l'industrie du traitement du 
bois au Canada afin de situer le projet dans la problCmatique actuelle. Les propriétés 
physico-chimiques et les modes de biodtgradation a6robie des principaux constituants 
de la solution de préservation de bois, c'est à âire le pentachiorophénol, les 
hydrocarbures pétroliers, les polychlorodibcruo-p-dioxines (PCDD) et les 
polychlorodibenzofurannes (PCDF), seront explorés. Les interactions possibles entre 
ces contarninants devront être soulignées puisque la contamination et le traitement 
suggéré concernent un melange de produits chimiques. Deux approches de 
biotraitement de sols contaminés seront abordées, la biostimulation et la 
bioaugmentation. Finalement, une nouvelle problématique concernant l'utiüsation de 
biotechnologie dans le traitement de sol contaminé sera examinée ; l'avenir de la 
biodiversité microbienne des sols. 
1.1 Produits de préservation du bois 
1.1.1 Source 
Les forêts étant une ressource naturelle importante au Canada l'utilisation du bois et 
son exportation représentent une source de revenus considérable pour l'industrie 
canadienne. Plusieurs utilisations du b i s  impliquent son traitement dans le but de 
prolonger sa durée de vie. Au Québec, le traitement du bois se fait selon plusieurs 
techniques, utilisant différents composés chimiques toxiques pour lutter contre les 
organismes xylophages. Les agents de préservation du bois sont potentiellement 
dangereux pour l'environnement en raison même de leurs propriétes biocides envers 
une grande variété d'organismes. Les produits de traitement du bois peuvent être 
constitués d'un ou plusieurs ingrédients actifs. La matitre active la plus fréquemment 
utilisée au Canada est le pentachlorophénol (Henning Environmentai consultants et 
LTD, 1984). il peut être retrouvé dilue dans un solvant ou un produit pétrolier. 
L'industrie de préservation du bois est maintenant réglementée et surveillée de près par 
les agences gouvernementales de protection de l'environnement ce qui n'était pas le cas 
il y a 10 ans. Les usines de préservation du bois n'étaient généralement pas au courant 
des risques environnementaux engendrés par leurs activités. L'égouttement du bois 
traité sur le sol, des méthodes de uavaii inapproprites et des déversements accidentels 
ont contaminé le sol québécois pendant près de 40 ans (MENVIQ, 1989). 
1.1.2 Pro~nétés ~hvsico-chimiaues de la solution de préservation du bois 
La préparation de PCP utüiste au cours de ces travaux est un mélange typique d'huile 
diésel #2 et de PCP de grade commercial ajoute sous forme de flocons ou de blocs 
solides. Cette solution peut contenir des impuretés reliées à la fabrication du PCP, 
entre autre des chlorophénols et des dioxines et furames polychlorées (Mc Allister et 
al.. 19%). Les solutions utilisées pour la préservation du bois contiennent entre 3 % et 
6% de PCP (MENVIQ, 1989). 
La plupart des mélanges sont effectués aux usines de traitement du bois et les 
proportions varient beaucoup d'un mélange à l'autre et d'une usine à l'autre. De plus, 
les mélanges utilisés lors du traitement du bois n'ont pas tous subit les mêmes 
conditions d'entreposage (Henning Environmental consultants et LTD, 1984). 
1.1.2.1 Pentachlorophénol (PCP) 
Le pentachlorophénol (PCP) est un antiparasitaire de la famille des organochlorés, de 
formule chimique C6ClsOH et dont la structure est illustrée à la Figure 1.1. I.l peut être 
utilisé sous forme de phhol (PCP), de sel (NaPCP) ou sous forme d'ester (acétate ou 
laurate). Les propriétés physiques et chimiques de ces dCriv6s ne sont pas identiques à 
celles du PCP sous sa forme phdnol. Le PCP dont il sera question dans cette revue de 
littérature est un PCP grade technique ou commercial (sous forme phénol) d'une puret6 
de 85 B 90% tel qu'utilisé dans la production de solution de préservation de bois. La 
production industrielle du PCP s'effectue principalement à l'aide d'une chloration 
catalytique du phénol. Certaines n5actions secondaires indésirables ont lieu lors de cette 
chloration très haute température, gdnkrant des impuretes telles les dioxines et 
bannes polychlor6es (Nilsson et al., 1978). 
Figure 1.1 Structure chimique du pentachlorophénol (Nilsson et al., 1978) 
Sous sa forme de phénol. le PCP se présente comme une poudre blanche très peu 
soluble dans l'eau, mais dont la solubilitd augmente avec la tempérahue et le pH. Ses 
principales propriétés sont exposées au Tableau 1.1. 
Le PCP est un composé stable, soluble dans la plupart des solvants organiques et 
partiellement soluble dans l'eau (14 à 19 mg/L). Le PCP est un acide faible, le pH a 
une grande influence sur ses propriétds physiques et chimiques. La dégradation du 
PCP entraînant une diminution du pH par production d'acide chlorhydrique, sa 
solubilité, ses coefficients de partage et d'adsorption sont susceptibles de varier avec sa 
dégradation. Le pKa du PCP se situe autour de 4,75 (Shimizu et ai., 1992), sa 
solubilité augmente avec le pH. Lorsque le PCP est dissous dans l'eau, il se retrouve 
sous deux formes : sa forme neutre non dissociée (PCPO) et sous sa forme ionisee de 
pentachlorophdnolate (PCPJ A pH 2,7, le PCP est seulement ionisé à 1%, alors qu'8 
pH 6,7, il est ionisé à 99% (Arcand et of., 1995). Les proprietés physico-chimiques 
ainsi que les réponses microbiennes et toxiques de ces deux formes direrent. En effet, 
la toxicité et la bioaccumulation augmentent avec un abaissement du pH (Rutgers et al.. 
1998). Arcand et al. (1995) ont développé un modele nonempirique pennenant 
d'estimer la solubilité aqueuse "totale" du PCP seion le pH. 
où PCPi est le PCP total dissous 
PCPO est le PCP non-dissocié dissous 
maq indique la concentration aqwuse maximale 
Pour des composés ionisables tel le PCP, les valeurs de K, sont dépendantes du pH et 
de la force ionique. Par contre. Noweosielski et Fien (1998) ont déterminé que les 
valeurs de log kW sont indépendantes du pH pour des pH<pKa-1 et pH>pKa+3. À 
l'intérieur de cette plage. par contre, la valeur e log Id, diminue avec une augmentation 
de pH. La force ionique a l'effet d'augmenter log K,,,,, avec son augmentation. Shimizu 
et aL(1992) ont quant a eux, observé que la sorption du PCP à des solides naturels 
diminuait avec une augmentation du pH (2-12). 
Le PCP est sensible aux rayons ultraviolets. il peut être réduit photochimiquement en 
isomère tri- et tétrachlorophénol. En milieu aqueux. LOO mg de PCP est photodégradé 
par la lumière du soleil en 20 heures (Wong et Crosby, 1978). 
Tableau 1.1 Propriétds physiques et chimiques du PCP 
Poids moléculaire 
Point de fusion 
Point d'dbullition 
Densité 
Pression de vapeur (20 à Iûû°C) 
Constante de dissociation pKa 
Solubilité dans l'eau (20 à 30 OC) 
Solubilité dans 100 g de méthanol (20 B 30°C) 
Coefficient d'adsorption sur la matitre organique (log &) 
Coefficient de partage octanoltau (log K,,,) 
à pH 7.2 et force ionique 0,lM (Nowosielski et Ficn, 1998) 
Source: Handbook of chemistry and physics. 68' edition, 87-88. CRC press 
Le principal constituant de la solution de préservation du bois est l'hydrocarbure 
pétrolier, en l'occurrence de l'huile diesel #2, dans laquelle est dissoute la matière active 
de prt5servation. La composition des huiles diesel est complexe. Elles peuvent contenir 
des centaines de composés. La proportion des divers constituants peut varier d'une 
huile à l'autre. La composition générale de l'huile diésel numéro 2 est majontairement 
constituée d'alcanes de 10 à 20 carbones, quelques alcanes Cto à Cio, un peu de 
cycloalcanes aromatiques et non-aromatiqws et d'alcènes (Baker et Herson, 1994). 
Frankenberger et al. (1989) décrivent la composition du diésel comme étant 
généralement 30% d'alcanes, 45% de cycloalcanes et 24% d'aromatiques. 
Le tableau 1.2 décrit les principales propriétés physiques de l'huile diésel #2. Le diésel 
ayant une densité plus faible que celle de l'eau, il aura tendance a flotter à la surface de 
systèmes aqueux. De plus, sa solubiiité dans l'eau &nt faible, elle risque d'être 
limitante pour la biodégradation. Le diésel dynamique du diésel est grande ce qui 
implique qu'il est peu mobile dans la matrice de sol. En particulier si le sol possède 
une faible teneur en eau, le diésel aura de la difficulté à atteindre la phase aqueuse. 
Tableau 13 Propriétés physiques de I'huile diésel#2 
Densité ( 1 5OC) 0,86 g/L 
Viscosité dynamique (20°C) 4 CP 
Viscosité cinématique (lS°C à 3S°C) 2 cSt 
Solubilité aqueuse (20°C) 3,12 mg/L 
eau distillde (20°C) 3,2 In& 
source (Centre de Technologie Environnementaie, 1999) 
1.1.2.3 Dibenzo-p-dioxines polychlorées et dibenzofirannes polychlorées 
Il existe 75 isomikes possibles de dibenzo-paioxines chlorées et 135 variétés de 
dibenzofurannes chlorées, plus communément appelCs dioxines et furames (Halden et 
Dwyer. 1997). Dès la fin des années soixante, les dioxines et furannes, retrouvés dans 
le pesticide 2,4.5-T et les chlorophénols, font l'objet de recherches quant à leurs effets 
potentiellement néfastes (Arsenault, 1976). Les dioxines et furannes sont plus qu'un 
contaminant ; ils forment une problématique en soit. Sans aucune utilité pour la 
société, les dioxines et furanes sont des sous-produits contaminant les dérivés des 
chlorophénols (2,4,5-T, 24-D, PCP ,... ). 
La structure générale des PCDD et PCDF est illustrée il la Figure 1.2. Chacune des 
positions numérotées peut être substituée par un atome de chlore, donnant lieu à des 
mono jusqu'aux octachlocodibenzo-pdioxines. Les isomères étant très nombreux, la 
2,3,7,8 TCDD est choisie comme exemple et ses propriétés physico-chimiques sont 
montrées au Tableau 1.3. Les propriétés des dioxines varient suivant le nombre 
d'atomes de chlore qu'elles possèdent. 
Les pol yc~orodibenzo-p-dioxines et polychlorodibenzofurannes. plus particulièrement 
l'isomère 2,3.7,8-TCDD, sont parmi les polluants les plus dangereux pour 
l'environnement 2 cause de leur stnicture mol&ulaire planaire et leur capacité B 
s'adsorber aux recepteurs biologiques. (Barkovskü, 1996). 
En général, ;l la température ambiante, les dioxines et furames se présentent à l'état 
solide. Les points de hision pour les dioxines varient de 80°C (1-MonoCDD) 330°C 
(OctaCDD). Ceux des furannes sont du même ordre (World Health Organisation, 
1988). Les dioxines et furames sont peu solubles dans l'eau. En général, leur 
solubilité dans tout type de solvant diminue lorsque le nombre d'atomes de chlore 
augmente (Dy, 1985). En ce qui concerne leur pression de vapeur, celle-ci diminue en 
fonction du nombre d'atome de chlore présent de 3x10'' pour les composés non 
substitués à moins de IO-" Torr pur lt~c~hlolOdibeazoop-dioxine (Kwork et al., 
1996). Le coefficient de partage octanolcau (log I(w) augmente en fonction de sa 
substitution, ce qui veut dire que plus ils sont substitués, plus le risque d'accumulation 
de ces molécules dans le sol, les sédiments, les tissus adipeux animaux et humains est 
élevé. Cela implique aussi que la biodisponibilité des dioxines et furames pour les 
microorganismes diminue avec l'augmentation du nombre d'atomes de chlore. 
Di benzo-p- dioxine (DD) chloré Dibenzofuranne (DF) chlord 
~ = o à 4 , y = o a 4  x r o à 4 , y = o à 4  
Figure 1.2 Structures chimiques des PCDD et PCDF (Nilsson et al.. 1978) 
Afin de faciliter l'évaluation toxicologique d'un mélange de PCDDIDF, la toxicité des 
différents congénères est souvent exprimée en FET (facteur d'équivalence toxique). sur 
la base de leur toxicité relative à celle du 2,3,7,8-TCDD. Ce facteur en multiplié à la 
concentration de l'isomère et la nouvelle valeur est dors appelée TEQ (toxicité 
équivalente) (Gouvernement du Canada, 1990). Seulement 16 congénères se sont vus 
attribuer une valeur FET. 
Tableau 13 Propriet4s physico-chimiques du 2,3,7,8-TCtraCDD 
Formule moléculaire 
Point de fusion 
Tension de vapeur à 25OC 





Coefficient de partage Log IL,, 
Vitesse d'évaporation 
Tiré de (Dy, 1985) 
1.2 Biodégradation aérobie 
La biodégradation est un phénomène naturel impliquant des réactions biochimiques 
produites par des micro-organismes sous certaines conditions environnementales. Tous 
les composés formant ta solution de préservation du bois sont potentiellement 
biodégradables en condition adrobie(Atias, 1988; Halden et Dwyer. 1997; Mc Allister 
et aL. 1996). Le carbone des contaminants est utilisé soit pour la synthèse cellulaire en 
étant assimilé intracellulairement (métabolisme microbien) soit pour la production 
d'énergie en formant du CO2 (minéralisation) (Cookson, 1995). Les vitesses de 
biodégradation ainsi que les microorganismes impliqués sont diffdrents d'un 
contaminant à l'autre. Les prochaines sections mettront en relief les souches 
bactériennes et les mécanismes clefs propres à la biodégradation du PCP, des 
hydrocarbures pétroliers et des PCDD et PCDF. 
1.2.1 B iodémadation du Pentachioro~hénoi - 
Les micro-organismes capables de dtgrader le PCP se retrouvent dans différents 
environnements ayant habituellement connu un dpisode de contamination : des sols, des 
boues activées, des déchets industriels, etc. Plusieurs souches capables de dégrader le 
PCP ont été identifiées au cours des annees : FZavobacterium sp., Rodococcus 
chlorophenolicus, Arthrobacter sp., Mycobacteriwn sp., Sphingomonas sp. et 
Pseudomonas sp. 
Bien que toutes les souches n'empruntent pas la même voie métabolique, la première 
étape dans la dégradation aérobie du PCP. pour la majorité des ddgradeurs de PCP. est 
l'oxydation, le remplacement d'un atome de chlore en position para par -OH pour 
former du tétrachlorohydroquinone (Mc Allister et al., 1996). Cette étape est commune 
à la majorité. mais la source du groupement hydroxy peut être differente (oxygène pour 
Sphingomonas chlorophenolica, eau pour M. chlorophenolicum). Dans tous les cas la 
minéralisation du PCP est possible (figure 1.3). Pour la bactérie Sphingomonas 
chlorophenolica, cette première étape est catalysée par l'enzyme PCP-4- 
monooxygénase codke par le gène pcpB. Selon Orser et a1.(1993), le gène pcpB serait 
probablement présent sur le chromosome et non sur un élément mobile (plasmide ou 
opéron). La dégradation du PCP par Sphingomonas chlorophenolica sp. nov est 
effectuée par l'entremise de 4 gènes structuraux pcpA, pcpf?, pcpC et pcpD ainsi que 
par le gène régulateur pcpR (Lange et al., 1996). La transcription du gène pcpB est 
induite par la présence de PCP dans la bactérie Flavobacterium sp. ATCC 39723 
(Orser et al., 1993). La présence de PCP est aussi ndcessaire à la bactérie Rhodococcus 
chlorophenolicus, lors de la dégradation de plusieurs chlorophénols (Apajaiahti et 
Salkinoja-Salonen, 1986). 
Trichlorohydroquinone 
1 Dichloroh ydroquinone 
Fimion de I'rnrnru rromrtique 
Figure 1.3 Voie bactérienne de dégradation du PCP en condition aérobie (Mc Allister 
et al., 1996) 
L'identification de souches capables de 
évolution. Des études &entes (Ederer 
al.. 1995) ont reclassifié quatre souches 
dégrader le PCP est un 
et al., 1997; Karlson et 
capables de dégrader le 
15 
domaine en constante 
al.. 1995; Nohynek et 
PCP; Anhrobacter sp. 
ATCC 3390, Pseudomonas sp. SR3. Fiavobacterium ATCC 39723 et Pseudomonas 
sp. RA2. Ces souches sujettes à plusieurs études (Crawford et Mohn, 1985; Edgehill et 
Finn, 1982; Orser et of., 1993) sont maintenant reconnues sous le nom de 
Sphingomonas chlorophenolica sp. nov. Cette souche est la référence génétique du 
gène pcpB souvent utilise dans l'identification de dégradeurs de PCP par l'entremise de 
sondes génétiques ou PCR "Polymerase Chain Reaction". L'hypothèse à la base des 
travaux englobant l'identification ou la détection de dégradeurs de PCP par l'entremise 
du gène pcpB, est que la présence du gène indique un potentiel de dégradation. 
Ii faut cependant être prudent lors de l'utilisation de telles hypothèses puisqu'elles 
restent une généralisation. En effet, Saboo et Gealt (1998) ont observé que la présence 
du gène pcpB et la croissance bactérienne ne sont pas suffisantes à prédire le pouvoir 
de dégradation. Ils ont isolk des bactéries d'un site contaminé avec du 
pentachlorophénol, pouvant croître en présence de 50 mg/L de PCP et possédant le 
gène pcpB, mais ont observé qu'elles étaient incapables de dégrader du PCP en milieu 
liquide ou en présence de 1% de terreau d'empottage. De plus. la croissance de 
bactéries ne possédant pas ce gène. en présence de 50 mg /î de PCP, a indiqué que la 
présence du gène n'est pas non plus un éltment critique pour la protection des bactéries 
contre les effets toxiques du PCP. 
La nature toxique du PCP est due au fait qu'il est un découpleur de la phosphorilation 
oxidative. En effet, il posstde la capacitk de rendre une membrane cellulaire 
perméable aux protons. résultant en une dissipation du gradient de pH 
transmembranaire et du potentiel électrique (Mc AUister et al., 1996). 
La dégradation du PCP en conditions aérobies a déji Ct6 observée dans des sols 
contaminés aux produits de préservation du bois. La plupart des études utilisent des 
consortiums microbiens. Frisbie et Nies (1997) ont observ6 la dégradation de 6 mgkg 
de PCP âgé par une flore indigène d'un site contaminé. Va10 et Salkinoja-Salonen 
(1986) ont composté un sol contaminé au Ky-5 (un melange de chlorophénols, pour la 
préservation du bois). La concentration de chlorophénols totaux est passée de 
212 mgkg à 30 mgkg. 
1.2.2 B iodémadation des hvdrocarbures Détroliers 
La biodégradation des hydrocarbures pétroliers par les micro-organismes est un 
procédé majeur régissant le devenir des huiles dans l'environnement. Aucune source 
d'hydrocarbures ne peut, par contre, être dégradée à LW%. Panni les types de 
microorganismes hydrocarbonoclastes (pouvant degrader les hydrocarbures) les plus 
souvent cités dans la littérature, on retrouve Flavobacterium, Pseudomonas, 
Mycobacterium, Arthrobacter, Clostridium et Enterobacter. Par contre, la dégradation 
de mélanges d'hydrocarbures demande l'activité combinée de plusieurs populations 
microbiennes (Atlas, 1988). 
Un des problèmes que les bacteries doivent surmonter Ion de la dégradation de 
composés hydrophobes tels les hydrocarbures pétroliers, est de justement rendre cette 
source de carbone hydrophobe accessible à la cellule (Hommel, 1990). Bien que les 
mécanismes d'assimilation ne soient pas bien connus, trois hypothèses sont souvent 
considérées (Angelova et Schmauder. 1999). 1- Pour les alcanes Cio et plus, Klug et 
Markovetz ( 197 1) proposent l'incorporation du substrat via contact direct entre l'alcane 
et les cellules colonisant la surface de la goutte. 2- Plusieurs auteurs ont observé une 
incorporation de fines gouttelettes d'alcanes adhérant h la paroi des microorganismes 
(Hommel, 1 WO), cette hypothese implique la production d'un agent tensioactif 
émulsifiant. 3- Enfin, pour les alcanes de plus faible poids. l'incorporation solubilisée 
est proposée (Fukui et Tanaka, 198 1; Haferburg, 1986). 
Les substrats hydrocarbods de choix pour les microorganismes sont les alcanes ayant 
entre 10 et 20 atomes de carbone. Plus la ramification est importante. plus difficile est 
sa biodégradation. Les alctnes présents dans certains carburants sont des composés 
volatils (C&) et auront tendance Zt s'évaporer. Lorsqu'ils sont présents, ils sont moins 
bien métabolisés que les alcanes comspondants. Les c ycloalcanes sont rarement 
utilisés comme substrat de croissance. À de faibles concentrations, ils sont dégradés 
lentement (Atlas, 1988). 
Les alcanes constituant une portion importante des huiies diésels, la plupart des études 
se sont penchées sur la dégradation de ceux-ci. Bien qu'il existe des différences entre 
les voies m6taboliques empruntées par diff6rents types de micro-organismes, il existe 
aussi des similitudes importantes. Les chaînes d'alcanes sont principalement dégradées 
par une oxydation du groupement terminal méthyle à un acide jporganique (fiw 1.4). 
L'oxydation initiale est le résultat de trois ktapes de réaction au cours desquelles 
l'hydrocarbure est d'abords oxydé pour former un alcool. L'alcool est ensuite oxydé à 
un aldéhyde et finalement, l'aldthyde est transformé en un acide gras organique. Par la 
suite, l'acide gras est dégradé selon la voie métabolique connue sous le nom de p- 
oxydation, pendant laquelle deux carbones sont clives s6quentiellement de la molécule, 
formant l'acétyl-CoA et l'acyl-CoA gras. Ceux-ci sont ensuite métabolisés via le cycle 
de Krebs. L'acyl-CoA gras sert de substrat il d'autres Bsxydation (Baker et Heaon. 
1994). 
La biodégradation d'huiles diésels dans les sols a CtC observée en laboratoire aussi bien 
que sur le terrain. Plusieurs enides ddcrivent même la degradation d'hydrocarbures 
pétroliers en climat nordique (Aislabie et al., 1998; Whyte et al.. 1998). L'approche la 
plus populaire dans le traitement des hydrocarbures pétroliers est la biorestauration in 
situ. Les bactéries hydrocarbonoclastes sont retrouvées dans la plupart des 
écosystèmes (Atlas, 1988) et la stimulation de bactéries indighes est souvent la voie la 
moins coûteuse. Les performances de restauration in siru sont impressionnantes. 
Frankenberg et al. (1989) ont réussi, par injection de nutriments et de peroxyde 
d'oxygène. à traiter une contamination de 1 5 0  mgkg d'hydrocarbures en 7 mois 
(moins de 1 mgkg A la fin du traitement). 
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Figure 1.4 Dégradation des n-alcanes (Baker et Herson, 1994) 
La présence d'une varieté de contaminants dans un sol peut influer sur les réponses 
biologiques des différents ddgradeurs. En effet, la flore bactérienne doit faire face à 
plusieurs sources de carbone et les contaminants font l'objet d'une sélection 
préférentielle de la part des microorganismes. La dégradation des hydrocarbures 
présents dans la solution de pr6servation du bois peut êm influencée par la présence 
des chlorophénols. 
Pour ce qui est de l'influence du PCP sur la ddgradation des hydrocarbures. des 
résultats différents sont rapportés. En effet. Samson et Zaloum (1989) rapportent que 
la présence de PCP en faible quantité (<lûûmg/kg) empêche l'activité de 
biodégradation des hydrocarbures. Par contre, Trudell et al (1994) ont observé la 
biodkgradation d'hydrocarbures ( 13 000 mg/kg) et de PCP (300 mgkg) lors d'un 
traitement in situ de sol contamine aux produits de préservation du bois. En générai. le 
PCP de par sa toxicité semble ralentir ou inhiber la dégradation de composés plus 
facilement métabolisables. Certains auteurs ont 6nidie l'influence de composés chlorés 
sur la dégradation d'hydrocarbures. Millette et a1.(1995) observaient lors d'une étude 
sur l'interaction des différents constituants de la créosote. une augmentation du temps 
de latence lors de la minéralisation du carbazole en prdsence de PCP ou de 
dibenzohirannes. Moms (1995) et al. ont observé que la présence de BPC inhibait la 
dégradation d'hydrocarbures pétroliers, mais ne pouvaient conclure sur la nature de 
l'inhibition. 
1.2.3 Biodémadation des dioxines et furannes mhchlorées 
Les travaux ponant sur la biodégradation des dioxines et furannes sont très récents. En 
effet. ce n'est que depuis peu que l'on s'attarde à la problCmatique des dioxines 
pr6sentes dans le sol de même qu'aux moyens de décontamination. 
Plusieurs études ont pond sur la ddgradation des dioxines et furaunes par des souches 
pures de micro-organismes aérobies (Fortnagel, 1990; Hamis. 1990; Klecka, 1980; 
Megharaj et al., 1997; Mona 1993; Wikes, 1996; Wittich, 1992). Peu de ceux-ci se 
sont montrés capables de degrader ces contaminants, ou alors ne degradent que les 
composés faiblement chlorés. La plupart des souches ne peuvent utiliser les dioxines 
comme source de carbone. et nécessite donc un apport de carbone supplémentaire afin 
de permettre leur croissance. Halden et al. (1997) rapportent que la plupart des études 
effectuées sur la biodégradation des dioxines et furannes n'observent qu'une 
biotransformation limitée des contaminants produisant des produits mono et 
dihydroxylés analogues. 
Klecka et al. (1980)ont détermin6 que le genre Beijerinckia était incapable d'utiliser les 
dibenzo-p-dioxines polychlorées comme source de carbone. Le contaminant est 
simplement oxydé par l'espèce. Lors de cette étude. la dégradation des 1-MonoCDD, 
2-MonoCDD, 2.3DiCDD et 2,7DiCDD a ét6 observée. Aucun metabolite n'a été 
retrouvé dans la culture croissant en prdseace de DiCDD, Par contre, des métabolites 
provenant de MonoCDD ont été détectés. Lors de cette dégradation les noyaux des 
molécules ont ét6 brisés, et les enzymes 2.3-dihydroxybiphtnyi et catécol (responsables 
de la fission des anneaux aromatiques) ont été détectds. 
H m s  et al. (1990) ont constaté que la degradation par Pseudomonas était très lente et 
que les DD et DF ne servaient pas de source de carbone. Ils ont constaté l'apparition 
d'un métabolite principal, le 2-ph6noxymuconique. Par contre, Fortnagel (1990) et 
Kasuga et aL(1997) ont observé la croissance de Pseudomonas HH69 et DBF63 en 
utilisant le DF comme seule source de carbone. Une culture mixte isolée par culture 
sélective, incapable d'utiliser les dibenzofùrannes comme source de carbone, 
démontrait des productions de metabolites différents des culmes pures de 
Pseudomonas (Fortnagel. 1990). 
Le genre Sphingomonas inclus plusieurs bacteries capables de transformer les dioxines 
et furannes et de les utiliser comme source de carbone et d'énergie. En effet, plusieurs 
études (Megharaj et al., 1997; Wilkes. 1996; Wittich, 1992) permettent de croire que la 
dégradation des dibenzo-p-dioxines se fait facilement à l'aide de cette bactérie. Par 
contre, la dégradation des dioxines possédant plus de trois atomes de chlore est 
impossible. Les Sphingomonas RW 1 peuvent minéraliser les DF et DD (Wittich. 1992) 
et peuvent cométaboliser les mono et dichloro dérivés de ces composés en mono et 
dichlorocatécols et salicylates (WiLkes, 1996). Cette espèce est donc le sujet de 
recherches intensives puisqu'eîle montre un important potentiel cataboiique. qui tentent 
d'élargir ses capacités de dégradation vers des isomères plus cblorés. 
Le Staphylococcus auriculans DBF63 est une bacterie Gram positive qui peut utiliser 
les dibenzofurannes comme unique source de carbone et d'énergie (Mona. 1993). Le 
processus de dégradation des DD et DF par cette bactCne ressemble grandement au 
processus de dégradation suivi par les bactdries Pseudomonas. ii n'a pas été détermine 
lors de ces essais si les composes polychlorés pouvaient être dégradés par cette 
bactérie. 
Figure 1.5 Résumé des voies de dégradation des dibenzo-pdioxines PD) a des 
congénères mono et dichlorés. 
Les DD (structure 1 figure 1.5, x + y = 0) possède quatre sites oh une attaque de 
dioxygénase régioselectif est possible (positions : 1, 1Oa-, 4, 4a-, 5a, 6-et 9,9a-). 
Sphingomonas spp. RW 1, HH69 et SS3 utilisent le systhne de dibenzofuranne 4,4a- 
dioxygénase et des enzyme de fonctionnalité identique pour insérer la molécule 
d'oxygène dans le DD. L'hemicetal ( 1 -hydre-, 1.1 0a-dihydroxydibenzo-p-dioxines ; 
structure Il) résultant est réaromatisé spontanément pour former de l'éther 2.2',3- 
trihydroxydiphenyl (structure m). Dans le cas de RWl, III subit un clivage extradiol 
par 2,2',3-trihydroxybiphenyl dioxygénase (THBD) et devient un acide 2-hydroxy-6-(2- 
hydroxyphenoxy)-6-0x0-2.4-hexadienoic (structure N, figure 1 S). Une saponification 
de TV peut subvenir produisant un acide 2-hydroxymunoic (structure VI. figure 1.5) et 
ultimement du catechol (structure V, figure 1.5). Les deux produits du clivage sont 
minéralisé dans le cycle d'acide tricarboxylic. Dans le cas de HH69 et SS3, l'éther 
2,2',3-trih ydrox yphén yl subit un clivage extradiol aboutissant à I'accumulation d'acide 
2-(2-hydroxyphenoxy)-rnuconic (structure VII, figure 1.5). RW 1 transforme aussi 
certains congénères mono et dichlorés (structure 1 figure 1.5, x + y = 1 et x + y = 2, 
respectivement) en catechols chlorés analogues. 
Figure 1.6 Résumé de voies de dégradation des dibcnzohmes (DF) a congénères mono et 
dichlorés 
Les DF (structure 1, figure 1.6, x + y = 0) possède deux sites (positions 4.4a-, 5a.6-)où 
une attaque par dioxygénase régioselectif est possible. Sphingomonas spp. RW 1, HH69 
et HH 1 9k, Terrabacter ssp. DP0360, et DP0 1 36 1, ainsi que Staphylococcus 
auriculans DB63 utilisent plusieurs DF 4Aa-dioxygenase de fonctionnalit6 identique 
pour insérer la molécule dloxyg&ne dans le DF. L'hemicetal ( 1 -hydre-. l.1Oa- 
dihydroxydibenzo-p-dioxines ; structure iI, figure 1.6) résultant est réaromatisd 
spontanément pour former de l'éther 2,2',3-trihydroxydiphenyl (structure III, figure 
1.6). Dans le cas de RWl, III subit un clivage extradiol par 2,2'.3-trihydroxybiphenyl 
dioxygénase (THBD) et devient un acide 2-hydroxy-6-(2-hydroxyphenoxy)-6sxo-2.4- 
hexadienoic (structure IV, figure 1.6). IV est dégradé via une succession de 
racourcissement de la chaine ; l'accumulation passagiire d'acide salicylique (structure 
V, figure 1.6) indique souvent cette voie de dégradation. V est d'abords oxydé en 
catéchol (structure VI. figure 1.6) qui est ensuite minéralisé suivant un cycle acide 
tricarboxylique. La transformation de certains congdnères mono et dichlorés (structure 
1 figure 1.6, x + y = 1 et x + y = 2, respectivement) est typiquement improductive et 
produits des correspondant chlorés analogues à V et sont de produits "cul-de-sac''. Des 
dérivés chlorés de 2-methyl4H-chomen-+one (structure VII, figure 1.6) peuvent aussi 
être produits pendant la conversion de dichloro-DF. 
L'étude du devenir des dioxines et fùrannes dans les sols contaminés commence à être 
exigée par les gouvernements. Jusqu'à prdsent, peu d'etudes ont été publiées. Laine et 
al. (1997) rapportent qu'aucune disparition des PCDD et PCDF n'est observée suite au 
traitement d'un sol contaminé aux produits de préservation du bois par compostage. Le 
profil de la composition des congénères à la fin du traitement etait semblable à celui de 
la solution de préservation de bois à la source de la contamination. 
1.3 Biotraitement des sols contaminés aux produits de préservation 
du bois 
Le Québec s'est doté depuis 1988 d'une politique de réhabilitation des sols contaminés. 
Faute de normes légales, cette politique implique diverses actions correctrices lorsque 
la contamination dépasse une concentration Limite appelée critère C. En ce qui 
concerne les différentes composantes de la solution de préservation du bois. ce critère 
est de 5 mgkg de sol pour le PCP, de 5 mgkg de sol pour chacun des chlorophénols. 
de 3500 mgkg pour les hydrocarbures Htroliers (Cio-C50) et de 750 ppt en équivalents 
toxiques pour les PCDD et PCDF (MEF. 1998). 
Aucune donnée dans la littérature ne fait état du traitement biologique de tous les 
composés xénobiotiques d'un sol contaminé à la solution de préservation du bois. La 
créosote. un autre mélange utilisé pour la préservation du bois. est par contre le sujet de 
plusieurs travaux. Elle est principalement constituée dhydrocarbures aromatiques 
polycycliques et de chlorophénols. 
Deux approches sont populaires en ce qui attrait il la biorestauration de sites 
contaminés aux hydrocarbures pétroliers ou au PCP. La biostimulation qui consiste à 
stimuler la flore indigiine et la bioaugmentation qui est l'apport d'une biomasse cultivée. 
1.3.1 Biostimulation 
L'addition de nutriments à un sol dans le but &aider la biodégradation est appelée 
biostimulation (Alexander, 1994). On peut inclure dans cette dkfinition la stimulation 
de l'activité microbienne d'un milieu par des ajustements de pH, d'humidité. de 
l'aération et de température. Dans le domaine de l'assainissement des sols, la 
biostimulation se retrouve i la base de plusieurs techniques. Il faut cependant que le 
sol contaminé réponde à certains critères pour espérer une décontamination par 
biostimulation. Il faut que la flore indigtne soit capable de métaboliser le composé et 
que celui-ci soit disponible aux microorganismes (Baker et Herson, 1994). 
Le Tableau 1.4 présente les principaux param5tres permettant d'optimiser la 
dégradation aérobie. La teneur en eau doit representer de 25 à 85% de la capacité de 
rétention au champ. En plus d'êtte important pour la solubilité des contaminants, de 
l'oxygène et des nutriments. elle est un facteur important à la mobilité des micro- 
organismes. Dans un milieu liquide, la concentration en oxygène minimale pour 
s'assurer des conditions atrobies est de 0.2 mg/L alors que dans un milieu poreux, l'air 
doit représenter 10% (vlv) des pores. Pour ce qui est de la présence d'une source de 
carbone secondaire lors de la dégradation du PCP, les essais dans la littérature sont 
contradictoires. Alon que Va10 et al. (1985) notaient que les sources de carbone 
ajoutées (extrait de levure, acide glutamique et peptone) ne rehaussaient pas la 
dégradation du PCP par une culture mixte. Watanabe (1977) démontrait qu'un ajout de 
levure accélérait la dégradation du PCP. 
Le traitement en biopile de sols contarninds à l'essence ou au ditsel. maintenant très 
répandu, en est un exemple (Chaconas et al., 1997; Cyr et Spieles, 1997; Graves et al.. 
1997; Momson et al., 1997; Tarnburini et al.. 1997). Les traitements de bioventilation 
et de biosuccion sont aussi des techniques de biostimulation, favorisant la dégradation 
par l'apport d'oxygène. 
Lors d'une évaluation des conditions optimales de dégradation d'hydrocarbures en 
laboratoire (Tamburini et al.. 1997). la température et l'humidite ont bte les paramètres 
les plus influents sur la dégradation. Toutefois. notons qu'Alexander (1994) cite 
plusieurs exemples démonttant que rajout de nutriments n'est pas toujours bénéfique. 
En effet, pour des raisons encore inexpliquées, l'ajout d'azote aurait inhibé la 
minéralisation d'hydrocarbures aromatiques et aliphatiques. Us soupçonnent par contre 
que la présence d'azote ait affect6 le rendement de l'utilisation du carbone. 
Tableau 1.4 Paramétres permettant l'optimisation de la bioddgradation aérobie 
Humidité du sol 




m: inhibe le métabolisme des 
microorganismes ainsi que leur 
mobilitd dans le sol 
surplus: limite le transport de 
Ifoxyg&ne 
-: limite la mobilité des 
microorganismes et les contaminants 
ont tendance à etre adsorbés 
m: manque d ' a  limite Ia 
biodégradation aérobic 
sumlus: vûlatilisation des 
contaminants 
JAS microorganismes ont besoin 
d'autres composés que le carbone pour 
croître 
Surtout nécessaire à la bioddgriuîation 
anaérobie, des accepteurs d'électrons 
auues que Q 
L'activite microbienne depend du pH. 
La solubilit6 et l'adsorption des 
contaminants polaires sont dtpendants 
du pH. 
Le m&bolisme microbien est 
fonction de la tem~tacure 
Pour le CO-métabolisme ou la 
biod@adation de compods présents 
en trop faible concentration 
de 25% à 85% de la 
capacité de rétention au 
champ 
< 25% d'argile 
> 0.2 mg de 0 2 A  
ou > 10% d'air (v/v) 
ratio C:N:P = 
120: 10: 1 
aérobie > 50 mV 
entre 6 et 8 
15 ii 45 O C  pour 
mésophiles 
Ajout de CO-substrats 
biodégradables ou 
analogues chimiques 
Sources: (Rovidenty et al., 1993) et (Eovironmental Protection Agency, 1990) 
1.3.2 Bioaumentation 
Pour la biorestauration de sols contamin& par des composks organiques complexes, la 
biostimulation de la flore indigène ne s'avère pas une méthode assez "agressive". 
Mueller et aL(1991) soulignent que la nature récalcitrante du PCP rend un simple 
traitement de biostimulation inefficace. 
L'inoculation d'un sol par des microorganismes sous forme de souche pure ou de 
consortium microbien est appelée bioaugmentation. Lors de biotraitements de sols 
contaminés, la bioaugmentation peut s'avérer nécessaire si un contaminant est trop 
toxique pour la flore indigène. s'il est présent en concentration trop élevée ou trop 
faible pour supporter une activitd microbienne ou s'il n'y a tout simplement pas 
d'organismes indigènes présents capables de dégrader le composé (Alexander. 1994). 
Selon Forsyth et al. (1995), l'inoculation d'un sol contaminé par une flore acclimatée 
améliore les chances de succès d'un traitement de bioassainissement. 
La bioaugrnentation peut se faire à l'aide d'inoculum sous forme de souches pures ou 
mixtes, avec des organismes modifies génétiquement ou des microsrganisrnes 
encapsules ou immobilisés (Kararnanev et al., 1998; Laine et Jorgasen, 1996). 
Le traitement de sols contamin& au PCP par bioaugmentation P l'aide de souches pures 
de dégradeurs a fait l'objet de plusieurs travaux (Colores et al., 1995; Crawford et 
Mohn, 1985; Edgehill et Finn, 1983). Cependant, dans I'optique des traitements de sols 
à grande échelle, l'isolement de souches pures de ddgradeurs et leur culture est une 
approche fastidieuse et cdteuse. De plus, leur ixatroduction dans un environnement 
étranger réduit leur chance de survie, et en conséquence les chances de 
decontamination du sol. Crawford et Moha (1985) rapportent que plusieurs 
inoculations de Flavobacteriwn sur plusieurs mois ont dtk nécessaires à la 
décontamination d'un sol contenaut 298 mg de PCP/kg à 58 mgkg. 
Les microorganismes ne se retrouvent pas à I'btat de culture pure dans la nature. Bien 
que des souches capables de degrader les chlorophénols aient kt6 isolées. il n'en reste 
pas moins que les consortiums bacteriens montrent des performances et tolérances 
supérieures en milieu liquide (Apajaiahti et Saikinoja-Salonen, 1984; Brown et al.. 
1986, Karamarev, 1998 #3; Va10 et al.. 1985). Par exemple, Karamarev et al. ( 1998) 
ont réussit atteindre un taux de degradation de 920 mg de PCPn-j en utilisant un 
consortium immobilisé sur géotextile. Par ailleurs. la dégradation de plusieurs 
composés aromatiques halogenks est le résultat du travail combiné des bactéries d'un 
consortium microbien (Baker et Henon, 1994). Suite à une revue des travaux effectués 
sur des cultures pures. on se rend compte que tous les dégradeurs de PCP n'agissent pas 
de la même façon. Certains sont incapables de minéraliser le 2,6-dichlorophénol don 
que d'autres ne peuvent que minéraliser les chlorophénols substitués aux positions 2 et 
6. Ces différences soulignent l'importance de l'utilisation d'un consortium de 
dégradeurs pour faire face une contamination mixte. Malheureusement, le potentiel 
de biodégradation des chlorophénols. par des cultures mixtes en milieu poreux (sol, 
tourbe, polymères.. .). est peu étudie. Pourtant, la présence d'un support solide joue un 
rôle important dans I'ac tivitd de degradation des micro-organismes (voir section 1.3.4). 
De plus, Briglia et al. (1990) illustrent l'effet du support solide sur l'activité des 
microorganismes en montrant clairement que la culture de souches en milieu liquide ne 
permet pas de prddire leur comportement lorsqu'elles seront introduites dans un sol. 
L'approche de traitement de sol par bioaugmentation peut s'avérer complexe et 
coûteuse. Pour certaines applications, la biostllnulation, bien que moins rapide, s'avère 
plus efficace si l'on considère les coats et les performances (Leavitt et Brown. 1993). 
C'est pourquoi. lorsque l'on opte pour un uaitement par bioaugmentation, il est 
important de s'assurer de la survie des micro-organismes inoculés dans leur nouvel 
environnement. Van Elsas et al. (1998) recommandent l'utilisation de bactkries isolées 
du même milieu que celui dans lequel elles seront inoculées. Étant déjà adaptées au 
milieu. elles devraient théoriquement mieux supporter les stress environnementaux. 
1.3 $3 Sol activé 
Le concept de bioaugmentation par sol active est une des méthodes de bioaugrnentation 
par un inoculum immobilisé les plus récentes. Ce concept a Ct6 développé au cours des 
cinq dernières années dans le but de permettre une biodégradation efficace du PCP 
dans un laps de temps le plus court possible. Le principe du sol activé est d'utiliser la 
biomasse mixte déjh présente dans un sol et possédant la capacité de dégrader un 
contaminant cible et de la multiplier en bioréacteur, en présence de particules de sol 
d'où elle provient, en l'alimentant avec ce contaminant cible. 
Le terme de sol activé provient d'une analogie empruntée au domaine du traitement des 
eaux usees ; les boues activées. Le principe supportant le concept est que la présence 
du sol rend le milieu trés favorable h la croissance microbienne. Les micro-organismes 
peuvent se fixer aux particules de sol qui représentent un support potentiel pour la 
formation de biofilm. De plus, la surface spécifique élevée des particules favorise 
l'adsorption des contaminants. abaissant leur concentration en phase aqueuse. 
Finalement, le fait d'utiliser le consortium indigtne et de le cultiver à même son sol 
d'origine permet de compter sur les relations Ccologiques existantes afin de diminuer le 
stress du biotraitement sur I'enviro~ement (One, 1998). 
Le procédé d'activation de sol permet d'augmenter en une courte période de temps la 
densité des microorganismes d'intbrêt (One, 1998). Une fois produite à la densité 
désirde, la biomasse est introduite dans un sol contamin6 et utilise le contaminant 
comme substrat. 
Jusqu'à maintenant, deux types de production de sol activé ont ét6 6tudiés. L'une en 
alimentation continue (One et al., 1994) et l'autre en alimentation par ajouts (Barbeau 
et al., 1997). 
1.3.3.1 Alimentation en continu (Orte et al., 1994) 
La production de sol activé a et6 effectuée daris un réacteur de 15-L alimenté en 
continu avec du PCP pur dissous dans une solution alcaline. Le taux de chargement 
(alimentation) a été augment6 progressivement (0, 50, 100, 3 0 ,  500. 700. 900 m&-j) 
pendant les 35 jours d'opération. Pendant la production. la concentration de PCP 
résiduel en solution se maintenait proche de la Limite de dbtection. Lc taux de 
dégradation est passé de 70 mg/L j à 700 mgL j en 25 jours. 
Des essais en microcosmes ont aussi montré que l'inoculation avec le sol activé d'un sol 
contaminé à la créosote diminue consid6rablemeat le temps requis pour la 
minéralisation du PCP et des HAP. 
Pendant la production en continu, le réacteur fut alimenté momentanément par ajouts 
consécutifs de 100 mgL Le temps requis pour une degradation complète est passé de 
25h à 10h puis à 5h. Ces résultats suggéraient qu'une mdthode d'alimentation par ajouts 
successifs s'avérerait une façon efficace d'augmenter l'activité des dégradeun et peut- 
être aussi leur tolérance au PCP. De plus, cette approche permettrait de diminuer les 
co(lts de production de la biomasse active puisque le principe d'alimentation du 
bioréacteur est plus simple. 
1.3.3.2 Alimentation par ajouts(Borbeau et al.. 1997) 
Suite à ces rdsultats. Barbeau et al. (1997) étudierent la production de sol activé avec 
un mode d'alimentation par ajouts. La solution alcaiine alimentée contenait du PCP 
sous sa forme de sel de sodium. Des ajouts successifs de concentrations croissantes 
(50. 100, 150,200. 250. 300 mgL) etaient alimentes lorsque la concentration de PCP 
se trouvait sous la limite de détection. Le taux de consommation du PCP lors de la 
production de sol activé a atteint 2 0  mg/L j. L'inoculation &un sol fortement 
contaminé au PCP, dont l'activité microbienne était inexistante. permis d'abaisser la 
concentration de 400 mg/kg de PCP à 5 mgkg en 130 jours. 
Les résultats positifs obtenus jusqu'à présent permettent de considdrer le traitement de 
sols contaminés par bioaugmentation de sol activt comme une technologie fort 
prometteuse dans le domaine de la biorestauration. 
1.3.4 influence des ~ararnètres environnementaux 
Les principaux facteurs stimulant la croissance bactérienne sont exposés dans ia section 
1.3.1. Ce sont des facteurs généraüsés permettant la stimulation de biodégradation 
dans les sols de composés peu récalcitrants comme les alcanes. Certains phénomènes 
influençant particuliiirement les performances d'un procédé de biorestauration d'un sol 
contaminé méritent une attention plus particulik lorsque des composés récalcitrants 
sont impliqués. 
À titre d'exemple, Crawford et Mohn (1985) ont introduit des bactéries du genre 
Flavobucteriurn sp. dans un sol contenant 100 mgkg de PCP et n'ont pas observé de 
dégradation de PCP. Par contre, les résultats de Edgehill et Finn (1982) et Colores et 
al. (1995) inoculant respectivement des bactéries du genre Arthrobacter et 
Sphingomonas sp. dans un sol contaminé au PCP, ont montré une dégradation 
significativement accrue par rapport au sol non inoculé. Ce qui est très intéressant de 
noter ici, c'est que les culnires utilisées par Crawford et par Edgehill ont été 
reclassifiées par Nohymk et al. (1995) ainsi que par Karlson et al. (1995). Ces deux 
cultures seraient toutes deux du genre Sphingomonas chlorophenolico sp. nov. Les 
différences de performances ne seraient donc pas dues à la souche utilisée mais à un 
ensemble d'autres variables tel que le type de sol utilise ou la mdthode de culture des 
souches. 
La production d'une biomasse active sous forme de sol activé, fait intervenir deux 
facteurs d'importance. L'utilisation d'une matrice solide lors de la production d'une 
biomasse active fait intervenir une deuxieme phase amenant de nouvelles interactions. 
Ensuite, les réactions des biomasses acclimatées et actives, face aux facteurs 
enviromementaux ne sont pas nécessairement similaires aux réactions de biomasse à 
leur dtat "naturel". 
1.3.4.1 Présence d'une matrice solide 
Plusieurs facteurs peuvent influencer la toxicité ou la biodisponibilité d'un composé, le 
plus déterminant semble être la présence d'une matrice solide pouvant supporter la 
biomasse. Plusieurs fonctions peuvent lui être attribuées. 
Support pour la biomasse. Harvey et al. (1984) ont montré que la plupart des bactéries 
sont attachées aux sédiments des aquifères alors qu'une faible proportion reste dans 
l'eau. Dans un habitat tel que le sol, les bacteries existent à la surface de matériaux 
particulaires, et ces cellules sont fréguemment sous formes de petites colonies ou 
agrégats de cellules (Alexander. 1994). 
Le support peut servir de protection contre la toxicitt des contaminants. Le support 
joue le rôle d'adsorbant pour le contaminant et diminue conséquemment sa 
concentration en solution (Otte, 1998). Des copeaux de bois rajoutes à un substrat 
contaminé au PCP absorbent une panie du polluant réduisant ainsi sa toxicité 
(Apajalahti et Salkinoja-Saionen, 1984). L'immobilisation de bacteries sur l'alginate de 
calcium (O'Reilly et al.. 1988) ou sur gdotextile (Karamarev et al., 1998) augmente le 
seuil de toxicité du substrat lors du traitement d'eau usie. L'adsorption sur les 
particules de sol implique divers rndcanismes tels que par exemple i'attraction 
électrostatique. les forces de Van der Walls, la chemisorption et des réactions d'échange 
d'ions (Christodoulatos et Mohiuddin, 1996). L'adsorption des contaminant dépend des 
propriétés physiques et chimiques du sol et du contaminant. Selon Christodoulatos et 
al (Christodoulatos et al., 1994). les propriCtCs du sol qui peuvent agir sur l'adsorption 
du PCP sont le pH, la taille des particules, la capacite d'échange ionique (CEC), le 
contenu en carbone organique et la minéralogie des argiles. 
Le support peut aussi devenir une source de nutriments quand ceux-ci possèdent une 
fraction organique. Certains supports comme les sols naturels, la tourbe ou le compost 
peuvent être des sources de nutriments non négligeables. Lyman et al. (1992) 
soulignent que les capacités d'échanges ioniques régissant les dchanges d'ions entre le 
complexe adsorbant du sol et son milieu sont responsables de l'accumulation de 
différentes sources de nutriments (acides gras, acides aminés, hydrates de carbones) 
dans les sols. Laine et al. (1996), ont utilisb un compost comme support microbien et 
source de nutriment pour le traitement de sol contamine au PCP. 
La nature de cette matrice joue un rôle très important. L'impact sera différent selon le 
support solide présent. Otte et al (1998) ont observé lors d'essais de minéralisation du 
PCP, des différences marquees de performances en fonction du support utiiisé. En 
effet, apr&s 5 jours, la minéralisation de 100 mg/L de PCP a atteint 7546 en présence de 
sol contamin& alors qu'elle n'&ait que de 3546 en présence de paille et de sciure de 
bois, et de 5% et O,5% en présence d'argile et de sable respectivement. La prdsence de 
substances humiques dans un sol contaminé est aussi déterminante. La liaison entre les 
composés xénobiotiques et les substances humiques constitue une des réactions 
majeures qui transforment les produits chimiques dans la nature. La sorption des 
composés xénobiotiques diminue la quantité de matitre pouvant interagir avec la 
biomasse, abaissant ainsi la toxicitb des composés parents (Bollag, 1992). Lors du 
choix d'un support, il faudra aussi tenir compte d'une propridté importante qui influence 
grandement la réussite d'une dCcontamiaation ; la biodisponibilitd du ou des substrats. 
La sorption irréversible des contaminants la matrice solide pourrait avoir l'effet 
d'abaisser sa biodisponibilite, empêchant la dtcontamination (Alexander, 1994). 
1.3.4.2 Flore acclimatée 
L'acclimatation de microorganismes à des composés crganiques récalcitrants est une 
étape très importante dans un proct5d6 de biodtgradation. L'acclimatation est la @riode 
pendant laquelle la biodegradation d'un composé n'est pas ddtectée. Plusieurs facteurs 
peuvent intervenir. L'organisme peut ne pas posskder l'enzyme inductrice si le 
composé n'est pas présent daas le médium, une période d'acclimatation est donc 
nécessaire ii la production de cette enzyme. La période d'acclimatation peut aussi être 
le temps requis afin qu'une petite population de dégradeurs se multiplie jusqu'h ce que 
leur action devienne visible. R est aussi possible que la flore bactérienne ait besoin de 
s'acclimater aux toxines ou aux inhibiteurs présents dans l'environnement. Une 
biomasse acclimatée et active est caractérisée par sa densite importante de dégradeurs 
et son activité de dégradation élevée. Buitron et al. 1995 ont observé que 
l'acclimatation d'un consortium bacterien en cuvte a permis d'augmenter 26 fois le taux 
moyen de dégradation du phénol et 35 fois celui du 4-chlorophénol. Selon ces 
conditions particuliihs, plusieurs nouveaux paramktres peuvent influencer leurs 
réponses. En effet, ils ont aussi pu noter une réduction importante de 80% de l'activité 
enzymatique d'un consortium acclimaté suite 6 heures de famine. ils soulignent donc 
l'importance d'une méthodologie adéquate lors de l'acclimatation d'un consortium 
microbien. 
Lors de la culture d'une biomasse adaptée aux dibenzo-p-dioxine et dibenzofuranne, 
Megharaj et al. (1997) ont observe une baisse importante de densite de degradeun suite 
à une période de famine, qui sont réapparus dts que du dibenzofuranne a été 
réintroduit. 
De plus, les cultures acclimatées sont souvent de demit6 microbienne importante. 
Cette "masse organique" peut avoir des influences physiques sur son milieu. Par 
exemple, en culture liquide, I'adsorption du PCP sur la biomasse est non négligeable 
selon Tsezos et al. (1991). Ces observations sont confirmées par Moos et al. (1983) 
qui ont observé qu'en culture liquide, de fortes concentrations de PCP inhibait sa 
dégradation, mais que des concentrations élevées de biomasse sont capables de tolérer 
de plus importantes concentrations de PCP. 
1.4 Biodiversité d'un sol 
Nul part dans la nature, la densite d'espèces se côtoyant n'est aussi impressionnante que 
dans le sol. Le nombre de bactéries par kg de sol est d'environ log à IO", ce qui 
correspond à environ 300 kg de bacteries par ha (Bollag et Stotsky, 1993). On estime 
que dans un seul gramme de sol il peut y vivre jusqu'à plusieurs milliers d'espèces 
(Giller et al., 1997). Tout ça sans compter les champignons. les levures, les algues, les 
protozoaires et les nématodes. Si les relations entre les organismes qui composent 
l'écosystème d'un sol sont analysées. il en ressort que chacun a son rôle fonctionnel que 
l'on appelle niche écologique (VanDemark et Batzing, 1987). 
Il y a plusieurs raisons de protéger la biodivenité des sols. Des raisons écologiques, 
prernierement parce que la décomposition et la formation de sol sont des mécanismes 
clefs dans le fonctionnement de l'écosystème. Puis, parce que les organismes du sol 
font partie de la chaîne alimentaire de plusieurs espèces. Il y a aussi les raisons 
utilitaires comme I'agriculture, puisque la biodiversité des sols est à la base des sciences 
agricoles. il y a aussi la détoxification de déchets, eaux usees et sols qui est effectuée 
par l'entremise de microorganismes provenant du sol. Certains iront même jusqu'h citer 
des raisons d'éthique (Hagvar, 1994), toute forme de vie devant avoir la même valeur. 
Pour toutes ces raisons, l'utilisation de produits chimiques ou autre traitement qui 
pourrait réduire la biodivenité du sol doivent être &vit& (Hagvar, 1998). 
La diversité d'un sol peut être exprimée selon différents indices, la littérature en 
propose plusieurs (Ekschrnitt et Griffiths, 1998). De plus, plusieurs modèles 
mathématiques peuvent être utilises. Malheureusement aucun n'a été accepté comme 
étant une adéquate description des relations entre les diffdrentes variables définissant la 
biodiversité, soit l'abondance, la richesse et le patron dominant. 
1.4.1 Loi Fédérale concernant les ~roduits biotechnoloniaues 
L'utilisation des produits de biotechnologie, tel que des microorganismes 
génétiquement modifiés, peut avoir des r6percussions indésirables sur l'environnement. 
L'introduction de souches bactériennes modifiées ou stimuldes peut influencer et nuire 
à la biodiveaitk des sols ou d'un tkosystème. C'est pourquoi le gouvernement canadien 
a entrepris des mesures de protection contre de telies possibilités. Les nouvelles 
dispositions du Règlement sur les renseignements concernant les substances nouvelles. 
de la Loi canadienne sur la protection de l'environnement, en vigueur depuis septembre 
1997, requiert maintenant que toutes les substances nouvelles, incluant celles qui sont 
des organismes vivants, soient 6vaiuées pour leur potentiel d'effets nocifs sur 
l'environnement essentiel pour la vie humaine, ou sur la vie ou la santé humaine 
(Environnement Canada, Déclaration des produits biotechnologiques, Brochure, 1998). 
Sous ce règlement, les fabricants ou importateurs de substances nouvelles contenant 
des organismes vivant assujettis une déclaration, doivent fournir les renseignements 
exigés par le Reglement. Il existe des exclusions de déclaration. Les organismes qui 
n'ont pas été isolés de leur environnement et dont la croissance est stimulée, ne sont pas 
considdrés comme fabriqués, donc non assujettis au Réglement. Les opérations de 
compostage qui n'isolent pas et ne traitent pas les micro-organismes des déchets traités 
ne sont pas non plus assujetties au Reglement. 
Un procéde de bioaugmentation avec des sols activds de sols contaminés par des 
produits de préservation du bois devra se soumettre au règlement et les renseignements 
visés ii l'annexe XVIiI devront être fournis si l'introduction de sol activé se limite à 
l'inoculation du sol contamin6 d'origine. 
1.4.2 Biodiversité des sols contamin& 
La biodiversité d'un sol qui a été contamine n'est naturellement plus la même qu'avant 
sa contamination. La contamination par des produits xénobiotiques bouleverse 
l'équilibre écologique du sol. C'est pourquoi il est important de ne pas aggraver l'état 
de la flore du sol lors de son assainissement. 
La biodiversité d'un sol peut aussi être utile à sa décontamination. En effet. une étude 
sur la biodivenitd d'un consonium provenant d'un sol contamine au 2.4-D (acide 2,4 - 
dichlorophénoxyac&ique) (Vallaeys et al., 1997) démontre la participation de 
différentes espèces et genres de bactéries lors de la dégradation de l'herbicide 2,4-D. 
Certaines études touches spécifiquement à evaiuer la santé d'un sol. Par exemple, une 
équipe finlandaise a ktudid la réponse d'une communauté de décornposeurs d'un sol de 
forêt à un stress combine de prdcipitations acides et de prdsence de PCP (Salminen et 
Haimi, 1998). Durant l'expérience, ils ont noté un changement dans la biodiversité du 
sol, mais après 19 semaines de suivi, la communauté de décomposeun était de retour à 
la normale. 
D'autres études vont indirectement evaiuer les changements de biodivenité en suivant 
la croissance des hétérotrophes totaux et de degradeun spécifique tel que Watanabe 
(1977) l'a fait. En effet, les résultats de comptes bacteriens d'heterouophes totaux et de 
bactérie tolérante au PCP fait par, sur un sol régulièrement contamin6 au PCP, 
indiquaient une augmentation du ratio de bacteries toldrantes au PCP sur les bactéries 
totales après chaque ajout de contaminant, puis une baisse de leur concentration quand 
plus aucun substrat n'était disponible. 
1.5 Conclusion 
L'assainissement de sols contamines aux produits de préservation du bois est un 
domaine encore problbmatique. La prdsence de composds récalcitrants comme le PCP 
et les PCDDiF rendent I'activite microbienne difficile. L'inoculation d'une biomasse 
acclimatee peut augmenter les chances de décontamination. Par contre, il faudra 
considérer différents paramètres tel la nahue du sol et le mode de production de la 
biomasse. L'utilisation d'un consortium cultive sur support solide, de préférence son 
sol d'origine, semble l'approche la plus efficace. De plus, dans I'optique écologique des 
biotraitements, un débalancement de la biodiversité des sols est ii kviter. La technique 
de bioaugmentation par sol active est une approche efficace et respectueuse de 
l'environnement face au problème de contamination des sols par les produits de 
préservation du bois. 
1.6 Hypothèse de recherche et objectifs 
L'hypothèse de recherche sur laquelle se base le projet est la suivante : 
La production d'une biomasse active sous forme de sol activt 1 l'aide d'une solution de 
présentation du bois à base de PCP permet d'acclimater la flore indigène à plusieurs 
contaminants tout en maintenant une bonne activit6 de dégradation du PCP, en ne 
modifiant pas la biodivenité de I'inoculum. 
Les objectifs visés par cette étude sont les suivants : 
Comparer les performances de dégradation du PCP lors de l'activation d'un sol 
avec une solution de NaPCP et une solution de préservation du bois. 
Comparer la croissance microbie~e produite par l'ajout des deux solutions 
d'activation. 
Comparer les performances d'une biostimulation et de la bioaugmentation d'un sol 
contaminé aux produits de préservation du bois avec du sol active aux produits de 
préservation du bois et avec du sol activt au NaPCP. 
Vérifier que l'activation n'introduit pas de changement héversible i~ la biodiversité 
intrinsèque des sols* 
*Note : Cette section du projet faisant partie du projet de recherche au niveau doctoral 
de la candidate ainsi que d'un projet de maîtrise à lWRS Institut-Armand-Frappier, les 
résultats ne seront pas discutes en détail. 
Chapitre 2 Production de biomasse active sous forme de sol 
activé 
2.1 Introduction 
Le concept du sol active repose essentiellement sur le développement d'un consortium 
provenant d'une fraction de sol contamin6 et possbdant l'activité recherchée. Cette 
biomasse immobilisée sur des particules de sol est ddveloppée en réacteur par 
enrichissement sklectif en utilisant un contaminant d'intdrêt, pour son utilisation 
subséquente comme inoculum pour le traitement de sol contaminé en biopile. La 
production de biomasse active sous forme de sol active se fait par ajouts successifs de 
contaminants dans un melange boueux de sol et de milieu salin minera1 (MSM). Les 
travaux publiés jusqu'à ce jour (Otte et ~1.~1994, Barbeau et al. 1997 et Kararnanev et 
al. 1998) ont utilisé des solutions alcalines de PCP et NaPCP comme source de substrat 
lors de production de biomasse acclimatde sous forme de sol activt. Afin de vérifier si 
l'acclimatation de la flore indigène aux constituants d'une solution de préservation du 
bois était possible tout en gardant une borne activitk de dtgradation du PCP, une 
solution de préservation du bois a et6 utilisée en paralltle avec une solution alcaline de 
NaPCP. 
Trois activations ont et6 effectuées. Une première avait pour but de vérifier la 
possibilitk d'activer plus d'une flore microbienne à la fois, ainsi que de mettre au point 
les techniques de suivi. il fallut, entre autre, ddvelopper des méthodes d'analyse 
permettant de comparer trois types de flores diffdrentes (hétérotrophes totaux, 
dégradeurs de PCP et hydrocarbonoclastes). Ensuite, la méthode d'analyse du PCP par 
HPLC a dQ être validée. En effet, la phase huileuse de la solution de préservation du 
bois h base de PCP présentait de nouveaux défis analytiques qu'il fallut relever. La 
deuxième activation avait pour but de comparer radvit6 de bioàégradation ainsi que 
les biomasses produites par la techaique de bioactivation & l'aide des deux solutions 
d'activation. Suite aux informations recueillies lors des deux premières activations, une 
troisième production a &té effectuée dans le but de produke un inoculum pour la 
bioaugmentation d'un sol contamin6 aux produits de préservation du bois. L'effet de 
plusieurs facteurs ont été vérifits, tels la mdthode d'alimentation, la présence d'une 
phase huileuse et les caractéristiques physico-chimiques du sol. Finalement, un modèle 
mathématique simple est proposé d'illustrer les interactions possibles entre les 
divers composants du sol activé. 
Ce chapitre est séparé en trois sections distinctes. Prerniérement les matériels et 
méthodes utilisés au cous des expériences sont décrits, puis les résultats sont présentés 
et enfin une discussion des résultats obtenus est faite, 
2.2 Matériels et Méthodes 
Note: Les protocoles expérimentaux détaillés incluant les resul rats bruts obtenus sont contenus dans 
l'annexe II, sous la forme de protocoles expérimentaux validés par les personnes ressources désignées par 
le comité GLP " G d  Laboratory Practices" de la Chaire industrielle CRSNG sur les bioprocddés 
d'assainissement des sites. 
2.2.1 Caractérisation des sols 
Deux sols de provenances diffdrentes ont été utilisés lors des productions de sol activé. 
Les deux premières productions ont été effectuées avec un sol contaminé provenant du 
centre de traitement de sol contaminé B.S.L. inc. à St-Anaclet, ce sol est nommé sol 
BSL. Le sol BSL a et6 tamisé à 2 mm et garde à 4OC dans des bocaux de vem ambré 
jusqu'à son utilisation. Une caractérisation préliminaire du sol a permis d'identifier si 
ce sol était apte A servir aux essais de bioactivation. Des échantillons ont été 
caractérisés selon les paramètres physico-chimiques suivants : granulométrie. pH. 
carbone organique total, concentrations d'ions chlonues, de Cie-Cso, de chlorophénols 
(incluant le PCP) et de PCDDDF. Des essais de minéralisation ont aussi été effectués 
afin de déterminer l'activité de mindralisation du PCP et de l'hexadécane de la biomasse 
indigène. Des comptes bacteriens pour les hédrotrophes totaux. les degradeun de PCP 
et les bactéries hydrocarbonoclastes ont aussi Cté effectués. 
La granulométrie a été &valuCe selon le protocole standard ASTM W21. D422, Dl 140, 
D2217, El l(ASTM. 1990) basé sur la distribution selon la taille des particules et par 
hydrométrie. Les analyses de pH ont étd faites par potentiométrie (Clectrode Orion 
perpHect, Orion) selon le protocole standard ASTM D4972 (ASTM, 1989). Le 
contenu en carbone organique a étC déterminé selon la methode ASTM D2974 (ASTM, 
1988) basé sur la combustion à 50°C d'un échantillon sec et sa perte de poids 
condquente. 
Le sol utilisé pour la troisième production de biomasse active, provenait d'un site de 
traitement des sols contaminés de la fme AES, ce sol est nommé sol AES. Le sol AES 
a été tamisé à 2 mm et entreposé dans des contenants de verre ambré 4OC jusqu'à son 
utilisation. Des khantillons du sol AES ont &té caractérisés afin d'évaluer les 
paramètres suivants : contenu en PCP, en ions chlorures, en carbone organique total et 
en Cie-Cso, le pH et la granulométrie. Des essais de minéralisation ont aussi été 
effectués afin de déterminer le potentiel de mindralisation du PCP de la flore indigène. 
En plus des protocoles d&aillés en annexe. une description des mdthodes est résumée 
dans la section 2.2.4 Protocoles analytiques. 
2.2.2 Caractérisation des solutions d'activation 
Une solution de préservation de bois (utilise par Bell Canada) à base de diésel lt2 et de 
PCP grade commercial ainsi qu'une solution alcaiine constituée de NaPCP (pureté 
85%) grade technique (16 g/L dans NaOH O,25N) ont Cté utilisées. Les concentrations 
en chlorophénols (incluant le PCP), en CIO-CM, et en PCDD/DF ont été évaluées. La 
concentration stœchiométrique permenant d'annuler I'acidification générée par la 
dégradation du PCP est de 16 g de PCP par Litre de NaOH 0,25N (Anachernia, 
Montréal). Dans le but de contrôler la concentration en PCP de chacun des ajouts sans 
influencer le volume du réacteur ainsi que de contrer partiellement I'acidification 
causée par la dégradation du PCP, la solution de préservation de bois (brute) a étt 
diluée dans une solution alcaline de NaOH 0,25N, jusqu'à une concentration finale en 
PCP de 11 g/L. 
2.2.3 Production de sol activé 
2.2.3.1 Montage expérimental 
Des réacteurs de 10 litres, en acier inoxydable, &aient munis de deux agitateurs et d'un 
aérateur fait de tubes en acier inoxydable perforés (Figure 2.1). Les réacteurs étaient 
fermés par un couvercle. Un port d'échantillonnage et une sortie d'air étaient situés sur 
le couvercle des réacteurs. L'air sortant des réacteurs &ait acheminé vers un 
condenseur en verre afin de limiter 196vaporation. Le mdlange boueux était agité 190 
rpm (HS-4Stirrer' Phipps & Bird, Richmond) et laissé ii la température de la pièce 
(environ 22OC). L'air était humidifié avant son en* dans les réacteurs. et le débit 
etait ajusté selon les besoins de la flore bactérienne. en mesurant l'oxygène dissous. 
Figure 2.1 Montage expérimentai des bioréacteurs pour la production de sol activé 
1)Condenseurs, 2) agitateurs 3)diffuseurs d'air 4) port d'échantiiiomage. 
2.2.3.2 Production et suivi des biomasses actives 
La biomasse était produite en cuvde, en phase boueuse de 10% (ph) constituée de 
8 litres de milieu salin minéral (MSM, Gner et al. 1990) et de 800 g de sol contamint5 
Chacun des reacteurs a été alimenté en PCP de sources différentes : une solution 
alcaline de NaPCP grade technique (dans le réacteur NaPCP) et une solution de 
préservation du bois fait de PCP grade commercial et de àiésel #2 (dans le réacteur 
SPB). Trois séries de production des deux types de biomasse active ont été effectuées 
au cours du projet. Les deux premihs ont éte faites avec le sol BSL et la derniére 
avec le sol AES. Les modes d'alimentation ainsi que le suivi des trois productions de 
biomasses sont présentes dans les sections suivantes. 
2.2.3.2.1 Activation 1 : Production préliminaire de biomasse 
Ce premier essai a duré 42 joua. Les ajouts initialement prévus. étaient de même 
concentration dans les deux réacteurs. Des difficultés analytiques n'ont pas permis 
d'évaluer assez rapidement les concentrations de PCP ajoutées dans le réacteur alimenté 
h la SPB. Les concentrations des ajouts successifs dans chacun des réacteurs sont 
présentées au Tableau 2.1. Lcs ajouts ont été effectués lorsque la concentration de PCP 
résiduel atteignait la limite de détection (O,5 mg/L). 
Pour les trois activations. le premier ajout a ét6 effectue après 2 & 5 jours d'incubation. 
Les boues liquides faites de sol contaminé et de MSM ont dté m6langdes et aérées afin 
de permettre à la flore de dtgrader le peu de PCP présent dans le sol et de s'acclimater 
au nouveau milieu. Cette période d'adaptation est importante. En effet, Otte et al. 
(1994) ont détermine qu'une période initiale d'adaptation permettait au PCP contenu 
dans le sol de se désorber et il l'activité de dégradation du PCP de démarrer. ce qui 
permet de reduire le temps de dégradation de 50 mg de PCPA 
Tableau 2.1 Concentration en PCP des ajouts aiimentds aux réacteurs, activation 1 
La concentration en PCP, en ions chlorures, le pH, la température et l'oxygène dissous 
ont été suivis quotidiennement. Une fois par jour, un échantillon de 5 mL de boue de 
chaque réacteur était filtré ii 0.5 microns sur filtre mülipore en Teflon puis analyse sur 
HPLC pour quantifier le PCP et sur HPLC ionique pour quantifier les ions chlorures. 
Sur le même Cchantillon (mais non-filtré), le pH et les ions chlorures étaient mesurés 
par potentiométrie. La concentration en oxygene dissous était suivie grâce ii une sonde 
à membrane (Cole-Parmer, Illinois) et maintenue au-dessus de 2 mg de OZIL. Le 
réacteur SPB a et6 echantiuo~é aux deux jours afin de determiner la concentration en 
C1o-Cso. Des dénombrements microbiens hétérotrophes totaux et dégradeurs de PCP 
ont été effectués par la mdthode NPP avant chaque ajout, sur chacun des réacteurs. Un 
dénombrement de bactéries hyârocarbonoclastes a ét6 fait avant chaque ajout sur le 
réacteur SPB 
Des bilans de masse, sur le PCP, les ions chlorures et les Cio-C50 ont &te effectués pour 
les deux réacteurs. Les phases solides et liquides ont Cté extraites et analysées tel que 
décrit à la section 2.2.4 au ddbut et il la fin des activations. La volatiiisation n'a pas été 
consid6rée puisque les réacteurs etaient équipés de condenseurs et que les contaminants 
suivis ne poss*dent pas de pression de vapeur ClevCe (Pm: 1.1 x 104 mm Hg (Weast ei 
ai., 87-88), 2 . 3 . 7 , 8 - ~ ~ ~ ~ : 1 0 ~  to 0'7 mm Hg @y. 1985)). De plus, les travaux de 
Otte et al. (1994) ont montré que la volatilisation du PCP Ctait ndgligeable. 
2.2.3.2.2 Activation 2 : Production de biomasse avec suivi exhaustif des paramètres 
physico-chimiques et biologiques 
Afin de limiter les variations de pH, le milieu saiin minéral a kt6 doublement tamponné 
B l'aide de NaH2POo&0 (98% pureté, Anachemia, Montrdal) et K2HP04 (98% pureid, 
Anachemia, Montréal). Cet essai a duré 90 jours. La production de biomasse a été 
réalisée selon les spécifications présentées au Tableau . 
Le suivi de plusieurs variables a été effectué tout au long de l'expérimentation. La 
concentration en PCP et en ions chlorures. le pH. la température et la concentration 
d'oxygène dissous ont été suivis deux fois par jour. Le pH était maintenu constant 
(entre 7 et 7,s) par des ajouts de H2S04 1N et NaOH IN. Des échantillons étaient 
prélevés 4 fois par semaine pour fia d'analyse des C io-C50. 
Les échantillons prélevds du rbacteur aliment6 au NaPCP ont été filtrés à la seringue 
sur 0.5 micron (Teflon, Mil1ipoce)avant leur analyse au HPLC pour déterminer leur 
concentration en PCP. Une methode d'extraction rapide a petit volume a été mise au 
point afin de traiter les dchantillons prélevds du réacteur SPB (voir section 2.2.4.1). 
Des dénombrements NPP des microorganismes ont étC faits avant chaque ajout de 
solution activante. Les n5sultats permettent de suivre l'évolution de la flore 
microbienne tout au long de l'essai. Le dhombrement d'hét&otrophes totaux et de 
dégradeurs de PCP a étd réalisé sur les deux réacteurs. Des dbnombrements de bactéries 
hydrocarbonoclastes ont et6 faits avant chaque ajout sur les dchantillons du réacteur 
SPB, mais seulement au temps O et au jour 60 pour le réacteur NaPCP. 
Tableau 2.2 Concentration de PCP ajoutde dans les réacteurs lors de la production 
principale de biomasse active, activation 2. 
Des bilans de masse, sur le PCP, les ions chloms, les Ci&o et les PCDDIDF ont été 
effectués pour les deux réacteurs. Les phases solides et liquides ont été extraites et 
analysées au début et il la fin des activations, tel que décrit A la section 2.2.4. 
2.2.3.2.3 Activation 3 : Production de biomasse active pour bioaugmentation d'un sol 
contaminé. 
Lors de cette production, le choix du nombre et de la concentration des ajouts a été 
déterminé en fonction du sol contamine qui sera inocule. Le sol trait6 par 
bioaugmentation est un sable contamine par 100 mgkg de PCP (voir la caract6risation 
au chapitre 3). Le tableau 2.3 indique que les ajouts de PCP dans les deux réacteurs 
n'ont pas dépassé cette concentration. L'essai a duré 40 jours. 
Tableau 2.3 Concentration en PCP des ajouts alimentés aux réacteurs, Activation 3 
Réacteur NaPCP Réacteur SPB 
No de 
I1qjout Temps Concentration Temps Concentration 
( i o w )  mm 0-1 mm 
Le suivi a été minimal puisque l'objectif de cet essai etait de produire rapidement un 
consortium actif afin de l'utiliser comme inoculum. Les analyses effectuées ont permis 
de vérifier les performances de dégradation du PCP et la densité de la biomasse 
produite. La concentration en PCP, en Cl', et le pH ont et6 suivis quotidiennement. 
Des essais de rninkralisation du PCP et de I'hexadécane radio-marqués en microcosmes 
ainsi que les dénombrements bactkriens d'hktérotrophes totaux, dégradeun de PCP et 
bactéries hydrocarbonoclastes ont ktk faits au début et à la fin de la production. 
Des bilans de masse, sur le PCP. les ions chlorures et les CIO-Ca ont et6 effectués pour 
les deux réacteurs. Les phases solides et liquides ont Ctd extraites et analysées tel que 
décrit à la section 2.2.4 au début et à la fin des activations. La volatilisation n'a pas été 
consid6rde. 
2.2.4 Protocoles analvtiaues 
2.2.4.1 Analyses physico-chimiques 
PCDD et PCDF dans les sols et les reocieurs: Les analyses de PCDD et PCDF ont été 
effectuées par rur laboratoire spécialisé selon la mdthode d'Environnement Canada 
1/RM/23. Les extractions de 20 heures se faisaient à l'aide d'un Soxhlet et de toluhe 
puis les analyses par HPLC avec une Limite de dbtection de 0,l ngkg (Env. Canada. 
1998). 
Clo-Cso dans les sols et les réacteurs: La concentration en hydrocarbures pétroliers CIO- 
CSo dans les sols a été dvalute par un laboratoire spécialid selon la méthode 410- 
HYD. 1 .O du Ministère de l'Environnement et de la Faune du Québec (MEF, 1995). Les 
hydrocarbures ont et6 extraits à I'hexane à l'aide d'un bain à ultrasons puis analysés par 
GC-MS. 
PCP dans les sols: La concentration en PCP et en chlorophénols dans les sols a Cté 
déterminée par chromatographie en phase gazeuse et spectroscopie de masse (GC-MS) 
après une extraction acidehase inspSe du protocole de la methode U.S. EPA 625 
(Kei th, 1 996). 
Extraction du PCP de la phase organique du réacteur SPB: Le sol activé à la solution 
de préservation de bois (SPB) contenait des hydrocarbures pétroliers en quantités 
variables au cours de l'activation. Les difficultés rencontrées lors de la filtration et de 
l'analyse au HPLC des tchantillons prélevés lors de la première production de sol 
activé à la SPB ont exigé de mettre au point une méthode rapide d'extraction du PCP. 
En effet. la présence de la phase organique bouchait les pores du filtre de Teflon 
rendant la filtration difficile et encrassait prémanirément la colonne du HPLC. Les 
extractions étaient effecniees dans des vials de verre de 20ml avec bouchon 
d'aluminium. Un échantillon de 3 mL etait prélevé du réacteur aliment6 à la SPB et son 
pH était ajusté à 11 avec du NaOH 1N. Un volume de 3 mL de chlorure de méthylène 
(grade HPLC, Anachernia) etait ensuite ajouté, puis le via1 était placé sur un agitateur 
Wrist Action (Wrist Action Shaker, B m l l  Scientific, Pittsburg, P.A.) pour 30 min. La 
phase aqueuse était ensuite récupérde puis son pH ajuste à 2 avec du Hz SOo IN. Du 
chlorure de méthylène &ait ajoute (3 mL) puis le via1 retournait sur l'agitateur Wrist 
Action pour 30 min. La phase organique était ensuite récupérée puis évaporée avec un 
petit jet d'air. Le PCP restaiit dans le via1 etait solubilis6 avec du mdthanol (grade 
HPLC, Anachemia). 
Analyse du PCP en phase liquide, Réacteur NaPCP et extrait de réacteur SPB: 
L'analyse du PCP dans une phase aqueuse ou dans du méthanol se faisait, après 
filtration de l'échantillon (0.5 p filtre Teflon), par HPLC Spectra-Physics SP AS 
3000 muni d'un détecteur W 3000 réglé à 214 nm. La colonne de chromatographie 
était de type ODS-1 (250 x 4,6 mm) et le volume d'injection était de 10 pl. La phase 
mobile était constituée de 30 % (viv) d'eau acidifiée (pH = 3,s avec H3P04) et 70% 
méthanol. L'eau et le methano1 &aient pompés ;1 un taux de 0,7 mUmin à 600C. Le 
temps de rétention de I'dchantillon dans la colonne était de 25 minutes. L'erreur 
relative a été déterminée à 5% et la limite de ddtection ii 0.5 m@. 
Extraction des ions chlorures du sol: Le contenu en ions chlorures dans les sols ont été 
évalués sur des échantillons de 10 g de sol mtlangés au Wrist Action avec 100 mL 
d'eau distillée pendant 30 minutes dont 2 mL était prélevé et filtré sur filtre Teflon de 
0,s micron. 
Ions chlorures dans les réacteurs et extrait de sol: (Millipore Co). Les analyses étaient 
faites par HPLC ionique Dionex Dx5OO muni d'un conductim&e CD-20 avec cellule 
DS3 (Dionex, Oakville, Ont.). Le volume d'injection était de 10 pL. La colonne de 
polymères IonPac AS14 (Dionex) de 4 x 250mm fonctionnait sur le mode de 
séparation par échange d'ions. La phase mobile etait constitude d'un mélange aqueux 
de NaHC03 (1 rnM) et de Na2C03 (3,5 mM) et était pompée en mode isocratique à un 
taux de 1 ,O mLlmin. 
Les ions chlorures en phase aqueuse dans le rdacteur alimenté au NaPCP ont été 
mesurés par HPLC ionique (Dionex) après fdtration sur filtre Teflon 0.5 micron. ils 
étaient mesurés en paralièle par potentiomdtrie. Le contenu en ions chlorures des 
échantillons prélevés au réacteur alimenté à la SPB etaient Cvalu6 par potentiométrie et 
3 échantillons furent analysés à l'externe (extraction acide et HPLC ionique) afin de 
valider les valeurs obtenues dans nos laboratoires. Lcs analyses d'ions chlorure par 
potentiométrie étaient effectuées avec une électrode de marque Orion modèle 94178 
(Fisher, Montréal, Qc) et un pWion-metre Accumei modèle 25 (Fisher Scientific, 
Montréal, Qc), sur des échantillons de 10 ml auxquels on ajoutait 2% d'une solution 
d'ajustement ionique (NaN03 5M). L'électrode était préalablement calibrée à l'aide de 
solutions standards (Fisher, Montréal, Qc). 
L'oxygène dissous dans les réacteurs: L'oxygène dissous était suivis grâce à une sonde 
a membrane munie d'une électrode polarographique (type Clark) (Cole-Parmer, illinois, 
É.-U.) et d'un potentiomètre Cole-Parmer modele 01972-00. La calibration du point 
zéro se faisait par l'absence de signal et le 100% (au) par bullage d'air dans de l'eau 
distillée. 
pH dans les riacteurs: Le pH était suivi par potentiométrie à l'aide d'une électrode 
combinée de type Orion perpHect préalablement calibrée à l'aide de solutions standards 
(Fisher, Montréal, Qc) ainsi qu'h l'aide d'un pWion-mètre Accumet modèie 25 
(Accumet). 
2.2.4.2 Analyses biologiques 
2.2 A.2.l Comptes bacteriens sélectifs et totaux 
Les dénombrements bactériens ont été effectués selon la méthode NPP en tubes (milieu 
liquide)(APHA et al., 1992) afin d'évaluer la densité des hétérotrophes totaux, des 
dégradeurs de PCP et des bactéries hydrocarbonoclastes. Dans le cas d'6chantillons de 
sol. une masse de 1 0 . 5  g de sol était ddposéc dans une bouteille de verre de 150 mL 
contenant 95 mL de solution saiine stéde (NaCl 8,s g/L) et environ trente petites billes 
de verre (3 mm) stériles. Le mélange etait agité pendant 30 min sur un agitateur Wnst 
Action et représentait la dilution 10'. Dans les cas de boues liquides, 10 mL était 
mélangé à 90 mL de solution saline stérile et représentait la dilution 10'. 
Par la suite, 10 mL de ce mdlange etait prélevé puis mClaiig6 A 90 mL de solution saline 
stdrile. Des dilutions (1:lO) en séries étaient effectuées jusqu'à l'obtention d'une 
dilution de 10-IL. Enfin. I mL etait prélevd des bouteilles de dilution puis mélangé h 
9 mL de milieu de culture dans des tubes de vems de 15 mL. Toutes les manipulations 
étaient effectuées sous une hotte biologique à la flamme d'un brûieur et la stérilisation 
des solutions liquides se faisait par autoclavage (121°C pour 20 min i 103.4 Pa) .  La 
composition des milieux de culture utilisés ainsi que les méthodes de détection des 
tubes positifs sont les suivants: 
Comptes des hétérotrophes totawr: Le milieu de culture utilisé était composé de 
bouillon nutritif (Nutrient Broth) stdrile (8 g/L, BBL, Becton Dickinson, MD. É.-U.) 
Après une pdriode d'incubation de 7 jours il 30°C à l'obscurit6, le nombre de tubes 
positifs (milieu turbides) était enregistré. Des tubes de contrôles étaient faits en 
ajoutant 1 mL de solution saline stérile à 9 mL de d e u  de culture. 
Comptes sélectifs des dégrodeurs de PCP: Le milieu de culture utilise consistait en une 
solution de MSM à un pH de 7.2 non-tampon& contenant 20 m f i  de PCP pur (recette 
en annexe II PE 16D). Une sCrie de 6 tubes par dilution était utilisée. 5 etaient incubés 
ii l'obscurité à 30°C pour 30 jours et 1 Ctait congelé à -20°C afin de servir de témoin 
négatif en indiquant le pH initial de chacune des dilutions. Suite à la période 
d'incubation, tous les tubes &aient rament% à la même tempérahue dans un bain 
thermostaté (Canadian Laboratory Supplies) et le pH de chacun des tubes était 
déterminé. Un tube positif présentait une baisse de pH par rapport au témoin (exemple: 
7,2 à 6.9). La méthode est inspide de Wiggins et al.(1988). 
Comptes sélectifs des bactéries hydrocarbonoclartes: L'hexadécane fut choisi comme 
représentant des hydrocarbures pétroliers (WEM et Venosa, 1996) et 50pl 
d'hexadécane filtré (0.5 micron, filtre Teflon, Millipore Co.) ont été ajoutés à chacun 
des tubes contenant 9 mL de solution minerale st6rile(hilills et al., 1978). La période 
d'incubation à l'obscuritb à 30°C était de 30 jours et les tubes présentant une 
émulsification de l'hexadécane étaient considérés positifs. Les tubes témoins étaient 
faits en ajoutant 1 rnL de solution saline stérile à 9 mL de milieu de croissance stérile. 
2.2.4.2.2 Essais de minéralisation en microcosmes 
L'activité microbienne des sols a été évaluée par des essais de minéralisation de PCP et 
d'hexadécane radiomarqu6s en microcosmes. Ces demien permettent de suivre la 
minéralisation du contaminant, en suivant la production de "k0? résultant de la 
respiration bactérienne. Les microcosmes (fait ea tripkatas) consistaient en des 
bouteilles sérologiques en verre de 120 mL équipées de tubes de verre de 5 rnL 
contenant 1 rnL de KOH 1N servant de trappe CO.. 
Pour les échantillons de sol, 2-5 g de sol contaminé etait mdlangé dans les microcosmes 
à 25 ml de milieu salin minbral (MSM) (Greer et al., 1990) dont la recette exacte se 
retrouve à l'annexe II au protocole PE 16 E. 
Lors du suivi des réacteurs, lOml de boue liquide étaient ddposés dans les 
microcosmes. Dans le cas des essais de minéralisation du PCP, du PCP pur dissous 
dans une solution alcaline (14 g de PCP par litre de NaOH 0.25N) était ajouté aux 
microcosmes pour atteiaâre une concentration de 20 mg/L. 
Chacun des microcosmes (faits en triplicatas) a reçu 100 000 dpm de radioactivité sous 
forme de [u14-CIPCP (activité spécifique 104 mCi/mmol, pureté >98%) dilué dans du 
toluène ou de [ 1 -'4~]hexadt5~ane (activité spécifique 4,l mCümrnol, pureté >98%) 
dilué dans de l'hexane. Les produits radiomarqués proviennent de chez Sigma, St- 
Louis, Mo., É.-U. Des témoins abiotiques contenant 0.2% (wlw) d'azoture de sodium 
ont été préparés afin de permettre d'6valuer les peries abiotiques lors des essais. Une 
fois les composés radiomarquds injectds, les microcosmes étaient scell6s à l'aide de 
bouchons de cahoutchouc-butyle. Les micmcosmes ont ensuite été placés à 
température ambiante, à l'obscuritd sur une plaque giratoire (G10 Gyratory Shaker, 
New Brunswick Scientific) à 130rpm. Le prélévement du KOH contenant le ''~0~ 
était fait tous les jours et était remplacé par du KOH frais. Le KOH prtlevé était 
mélangé 10 mL de cocktail il scintillation (Opti-Phase Hisafe-3, Wallac, Montréal) et 
analysé par un compteur scintiilation Wallac modèle 1409. La minéralisation était 
suivie pendant 30 jours. 
2.2.4.2.3 Analyse des courbes de minéralisation 
Afm de pouvoir décrire les courbes de minéralisation du PCP et de l'hexadécane 
certaines caractéristiques doivent être ressortie. La majorité des courbes de 
minéralisation peuvent être séparée en trois phases. La phase 1 est la phase de latence 
OB aucune minéralisation n'est détectée. avant qu'une dégradation appr6ciable ne soit 
observée. La phase II est caractérisée par une importante activité de minéralisation et 
la phase 11 est marquée d'un ralentissement de la minéralisation. 
Mn de pouvoir quantifier les caractt5istiques de chacune des phases, des paramètres 
doivent être définis. Trois systèmes ont été choisit afin de bien caractériser 3 types de 
courbes: les courbes de minéralisation dans les sols (faites de peu de points), les 
courbes de PCP dans les réacteurs et les courbes d'hexadécane dans les réacteurs. Les 
deux premiers types de courbes suivent la description donnée prdcédemment (courbe 1 
et 2, Figure 2.2). Par contre, les courbes d'hexadécane dans les réacteurs ne suivent pas 
toujours cette description (courbe 3, Figure 2.2). 
L'analyse des courbes de mindralisation du PCP des biomasses acclimatées produites a 
été faite à l'aide d'un systiime de paramètres mis au point par Millette et al. (1995) 
permettant une interprétation plus précise des courbes (courbe 1 sur la Figure 2.2). Les 
paramètres qui ont été défds  et qui serviront à l'analyse de l'effet des périodes de 
famine sont les suivants: 
1. MAX% représente le pourcentage maximal de contaminant radiomarque récupér6 
sous forme de [14c]c& 
2. LAG est le temps requis pour atteindre une valeur de 115MAX46, 
3. RhlAX est le taux de mindralisation entre les valeurs LAG et 2/3MAX%, 
Dans le cas de notre dtude, les paramhes ont été definis sur une période d'incubation 
des microcosmes de 25 jours. 
Les courbes de minéralisation dans les sols dtant faites de peu de points, il est difficile 
d'obtenir des valeurs de LAO, %MAX et RMAX exactes et représentatives. C'est 
pourquoi elles ont simplement ét6 décrites selon les pararnetres suivant: période de 
latence qui comspond au nombre de jours avant que la minéralisation soit visible, 
pourcentage atteint en 5 jours (depuis la fm de la péride de latence) qui est relié à la 
vitesse de dégradation et pourcentage atteint en 25 jours (après la période de latence) 
qui correspond au pourcentage maximal (courbe 2 sur la Figure 2.2). 
Dans le cas des courbes d'hexadécane dans les réacteurs, si aucune phase de latence et 
aucune phase de minéralisation rapide ne sont visibles. Un seul paramètre est utilisé. la 
minéralisation atteinte en 25 jours (courbe 3 sur la Figure 2.2). 
Parambtres ddctivant une courbe de miniralisation 
I - 14 -L
p6riOde de latence 5 jours 25 jours 
Temps 




2.3.1 Caractérisation des sols et des solutions d'activation 
2.3.1.1 Caractérisation physico-chimique 
Tel que présente au Tableau 2.4, le sol BSL utilisé lors des activations 1 et 2 était un 
sable avec un pH de 7.02 et un contenu de carbone organique total de 14 g/kg. Les 
concentrations initiales en PCP et en Cio-C50 étaient de 2,3 et 68 mgkg respectivement. 
II contenait 221.9 ngkg en équivalent toxique de PCDD et PCDF. Aucun autre 
chlorophénol n'a été détecté dans le sol. La seule caractt5ristique du sol qui differe de la 
premiere activation à la seconde est son entreposage à 4OC pendant les 6 mois qui ont 
séparés les deux expériences. Les résultats des analyses en PCP et CIO-Cso dans les 
échantillons de sol provenant du centre de traitement AES ne démontrent qu'une faible 
contamination en PCP (3 mgkg) et en CIO-Cso ( 4 ' 1  mgkg). Aucun autre 
chlorophénol n'a été détecté. Le sol utilisé pour l'activation 3 est aussi un sable au pH 
neutre avec un faible contenu en carbone organique de 13gikg. 
Tableau 2.4 Caractérisation des sols utilisés lors des trois activations 
Activation 1 Activation 2 Activation 3 
Paramètres 
sol BSL sol BSL sol AES 
PH 7,02 7.02 7,12 
COT 
granulométrie 89% sable 10% silt 89% sable 10% silt 92% sable 7% silt 
1% arg. 1% arg. 1% arg. 
Âge du sol sol frais 4°C pendant 6 mois sol frais 
contenu PCDDDF " 222 x 1 0 ~ r n g / k ~  222 x lad mgkg ND 
* en dquivalent tonique 
Les deux sols présentent les caractéristiques physico-chimiques idéales pour les essais 
de bioactivation. Le faible contenu en argile limitera l'adsorption irréversible du PCP 
et les faibles concentration de contaminants ne devrait pas avoir intoxiqué la flore. La 
faible concentration en Cl' peut suggérer que les sols n'ont jamais été fortement 
contaminés au PCP puisque sa dégradation aurait généré des ions chlorures. Par 
contre, ceux-ci auraient pu être lessivés des sols par les pluies. 
La composition chimique des solutions d'activation (solution de préservation du bois et 
NaPCP) est présentée au Tableau 2.5. Il semble que la solution de préservation du bois 
contient plusieurs sources de carbone. En effet. elie contient 40 g/L de PCP. 037 glL 
tétrachlorophénol (TétraCP), 390 g/L d'hydrocarbures pétroliers et 74 pg/l de PCDD et 
PCDF en équivalent toxique. La solution de NaPCP contient un ratio plus important de 
TétraCPlPCP que la solution de préservation avec 633 m@ de tétrachlorophénol pour 
16 f l  de PCP. La solution de NaPCP contient également des ions chlorures (0.2 mgL) 
et 1,6 pfl de PCDD et PCDF en équivalent toxique. Aucun autre chlorophénol n'a été 
détecté dans les solutions d'activation. Les compositions des solutions d'activation en 
PCDD et PCDF est d6taUe au Tableau 2.6. Elles sont présentées en terme de 
concentration et non en équivalence toxique. 
Tableau 2.5 Caractérisation physico-chimique des solutions d'activation utilisées 
Solution de préservation 
Paramètres 
Solution au NaPCP du bois 
m g n  mfla 
contenu en PCP 16 000 40 000 
contenu en TetraCP 633 570 
contenu en Ci&,-, 
COT 
contenu PCDD et P C D ~  16.2 x 10') 74 104 
contenu en Cl* 0.2 - 
' pas encore dilu4 dans du NaOH. 
en equivaient toxique 
Tableau 2.6 Composition détaillée en PCDD et PCDF des solutions d'activation et la 
proportion que représente chaque groupe d'isoméres 
NaPCP SPB* 
Isomères concentration proportion concentration proportion 
ngL % nfi % 
2,3,7,8-TCDD ND O 500 0,002 
Tétra CDD totaux ND O 1000 0,005 
Penta CDD totaux 110 0,002 2600 0,O 1 
Hexa CDD totaux 88 000 1,3 49 O00 0.24 
Hepta CDD totaux 1400000 20,4 2400000 1 1,8 
Octa CDD 4700000 68,6 3800000 l8,7 
Tétra CDF totaux ND O 1 100 0,005 
Penta CDF totaux 230 0,003 5000 0.02 
Hexa CDF totaux 44 O00 0,6 340 000 1,7 
Hepta CDF totaux 310000 4 s  4300000 2 1,2 
Octa CDF totaux 310000 4,s 9400000 46,3 
* Solution de préservation du bois non diluée dans le NaOH 
2.3.1.2 Caractérisation biologique 
Sol BSL 
Les dénombrements bactériens ont montré que la densité des hétérotrophes totaux dans 
le sol BSL etait de 1.3 x 10'bactdries/g de sol sec. La densité des populations de 
dégradeurs de PCP et des bacteries hydrocarbonoclastes étaient de 7 x 10' et 
2.1 x 102 bact6rieslg de sol sec respectivement. 
Les essais de rnindralisation du PCP (résultats 2 l'annexe II PE 16A) indiquent que la 
flore indigène possède des capacitds de dégradation du PCP. En effet. 80% du 
[ 1 4 ~ ] ~ ~ ~  a dté récupéré sous forme de [ L 4 ~ ] ~ 0 2  après 15 jours d'incubation, avec une 
période de latence de 2 jours (un contrôle fait avec un sol stdrilisé n'a récupéré que 1% 
après 15 jours). 
Les courbes de minéralisation de i'hexadécane montrent la présence de dégradeurs 
d'hydrocarbures. Par contre, seulement 35% de ['4~]hexadecane a été récupéré sous 
forme de [ 1 4 ~ ] ~ ~ 2  en 20 jours et aucune @riode de latence n'était visible. 
Sol AES 
Les essais de minéralisation (résultats présentés à l'annexe II PE 16 A) ont permis de 
montrer une bonne activité de dégradation du PCP avec !a récupération de 82% du PCP 
en 14c02 en 27 jours comparativement B 1.2% pour le témoin abiotique. Aucun 
dénombrement bactérien ou essai de minéralisation de l'hexadécane n'ont été effectués 
puisque l'objectif de l'activation 3, dans laquelie ce sol a été utiiisé, était de produire 
rapidement des sols activés. 
2.3.2 Activation 1 : Production ~réiiminaire de biomasse 
2.3.2.1 Dégradation du PCP 
Au cours de l'activation, 5360 mg de PCP ont été alimentés au réacteur NaPCP et 
7446 mg ont été alimentés au réacteur SPB. La production de sol activé il la SPB a duré 
30 jours alors que 42 jours ont été nécessaires à la production de sol activé à la solution 
de NaPCP (Figure 2.3). Durant cette période, le réacteur SPB a reçu un ajout de plus 
que le réacteur NaPCP. Des coniraintes analytiques ont empêché une alimentation 
similaire dans Les deux réacteurs. La prtsence de la phase huileuse dans le réacteur 
SPB a perturbé les analyses par HPLC de PCP résiduel. En effet, la phase organique 
rendait la filtration des 6chantiilons ardue, ses composantes réagissaient avec l'unit6 de 
filtration et la colonne du HPLC. De plus, l'affinité du PCP pour les phases organiques 
(log 16~3.69 à pH 7,2 (Nowosielski et Fien, 1998)) laissait croire qu'une partie du 
PCP de la phase liquide restait dans le diesel (voir section 2.4.3). Une technique 
d'extraction baselacide du PCP a donc été mise au point afin d'éliminer les interférences 
dues à la phase organique et a et6 utilisée lors des activations suivantes. 
Le premier ajout, dans chacun des réacteurs, est suivi de 5 à 6 joun de latence avant la 
dégradation du PCP. Par la suite. les temps de latence ont dté plus longs dans le 
réacteur NaPCP. En effet, 2 jours et demi furent ntcessaires à la flore du réacteur 
NaPCP avant que la dégradation des 60 mg de PCPIl, du deuxiéme ajout, commence à 
être visible alors que dans le réacteur alimenté à la SPB, la degradation commence dès 
l'ajout des 60 mg/L sans période de latence. En fait, les périodes de latence ont disparu 
après le premier ajout dans le réacteur SPB alon que dans le réacteur NaPCP. il a fallut 
trois ajouts. 
Une diminution importante du pH fût notée dans le réacteur SPB entre les joun 11 et 
14 (encerclé, Figure 2.3). En effet, la minéralisation du PCP entraîne une acidification 
du milieu qui devrait être contrée par la solution de NaOH dans laquelle la solution de 
préservation est diluée. Cependant, la solution de préservation du bois était diluée dans 
une plus faible proportion de NaOH que la solution de NaPCP. Un réajustement du pH 
à la hausse. au jour 15, a permis la solubilisation d'une quantité de PCP qui, 
manifestement. était présente dans le réacteur mais sous forme insoluble. Une 
augmentation soudaine et importante de la concentration de PCP en phase aqueuse a eu 
l'effet de ralentir l'activité de dégradation. À l'opposé, le sixième ajout au réacteur 
NaPCP est accompagné d'une augmentation de pH (de 7.2 à 8.5). L'activité de 
dégradation du PCP a ralenti suite à cet ajout pour reprendre quand le pH fut ajusté à 
7 3  à l'aide de H2S04. 
La concentration en ions chlorures a augmenté avec la dégradation du PCP jusqu'à des 
concentrations de 12,9 et 17,9 mM dans les réacteun NaPCP et SPB respectivement. 
La concentration de PCP adsorbée aux particules de sol dans les deux réacteurs a été 
déterminée à la fin des activations. Le sol active du réacteur alimenté au NaPCP 
contenait 1,6 mg de PCPkg et le sol active du réacteur alimenté à la solution de 
A) Réacteur NaPCP 
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Figure 2.3 Consommation de PCP, production d'ions chionues et suivi du pH dans le 
réacteur alimenté A) au NaPCP, B) à la SPB 
préservation 20 mgkg. Ces résuitats etaient prévisibles étant donné la faible 
proportion de matière organique et de particules fines dans le sol (Tableau 2.7). 
Lors de cette activation, les taux de consommation moyens du PCP dans le réacteur 
NaPCP ont été très inférieurs à ceux rencontrés dans le réacteur SPB (Tabieau 2.7). En 
effet, le taux moyen de degradation d'un ajout de PCP atteint dans le réacteur SPB est 
de 63 mg de PCP/lj et seulement 33 mg de PCPhj dans le réacteur NaPCP. Dans le 
réacteur NaPCP, les taux de dégradation moyens des ajouts de 110 mg/L ont augmenté 
de 20 à 33 mg/L.j. Le taux de dégradation de l'ajout suivant (230 mgL) a chuté à 
16 m g L j  à cause du pH probablement inadéquat pour la flore de dégradeun. Les taux 
de dégradation moyens observes dans le réacteur SPB ne suivent pas le même patron. 
En effet. ils sont passés de 50 à 43 à 53 m g L j  pour les trois ajouts consécutifs de 
120 mgiL. L'ajustement du pH suite à l'ajout 6 à fait baisser le taux de dégradation à 
16 mgIL-j, mais le septième ajout a permis d'augmenter le taux de dégradation à 
3 l mg/L-j. 
Tabieau 2.7 Taux moyen de dégradation du PCP dans les deux réacteurs en fonction 
des ajouts. activation 1. 
Réacteur NaPCP Réacteur SPB 
Ajout 2 60 19 60 63 
Ajout 3 110 22 120 50 
Ajout 4 110 33 120 43 
Ajout 5 110 33 120 53 
Ajout 6 230 16 240 16 
Ajout 7 - - 240 3 1 
Des bilans de masse sur le PCP et les ions c h l o m s  ont permis de vérifier qu'il n'y 
avait aucune accumulation de contaminants dans les réacteurs. En effet. selon un bilan 
effectué sur le PCP total, 99.6% (debut: 2.3 mgkg dans le sol, 688 mg/L ajouté, 
fin: 1.6 mgkg dans le sol et 0.39 mg/L dans liquide) et 99.3% (début: 2.3 mgkg dans le 
sol, 930 mg/L ajouté, fin: 20 mgkg dans le sol et 0.7 m g L  dans Liquide) du PCP ajouté 
a été dégradé dans le réacteur NaPCP et le réacteur SPB respectivement. De plus. un 
bilan effectué sur la production des ions chlorures permet de constater que 06.7% 
(1 3.33 mM de Cl' théorique. 12.9 mM récupérés) du PCP ajouté dans le réacteur 
NaPCP a été minéralisé et 99.9% (17.88 m M  de Cl- théorique, 17.87 mM récupérés) a 
été rninéraiisé dans le réacteur SPB. 
2.3.2.2 Dégradation des hydrocarbures pétroliers 
Afin de vérifier le potentiel de dégradation des hydrocarbures pétroliers du sol activé à 
la SPB, des échantillons prélevds suite au premier ajout de 240 mg de PCPL ont été 
analysés pour déterminer la concentration en CIO-C~~.  Les résultats présentés à la 
Figure indiquent qu'il y a une consommation des hydrocarbures pétroliers entre les 
jours 13 et 21 de l'activation. À l'ajout 6. 2 300 mg de CIO-Cso nt été alimentés au 
réacteur SPB. seulement 800 mg ont été mesurés 5 minutes après l'ajout. Le diésel 
étant plus léger que l'eau. une bonne partie de la phase organique avait tendance à rester 
en surface malgré le mélange vigoureux des réacteurs. Les dchantillons ont tous dté 
prélevés à 5 cm de la surface. la concentration en Cio-C50 de ces échantillons est donc 
inférieure à la concentration réelle dans le réacteur. La Figure 2.4 permet cependant de 
constater que la biomasse produite possede un bon potentiel de degradation des 
hydrocarbures. 
L'apparition d'une mousse abondante à la surface du mélange, quelques heures après un 
ajout de solution de préservation du bois, suggère que les bactéries hydrocarbonoclastes 
produisaient un surfactant. Suite à l'apparition de cette mousse, le pH et la 
concentration de PCP résiduel baissaient ce qui indiquerait que la biomasse 
commençait son activité de dégradation des hydrocarbures pétroliers avant de dégrader 
le PCP. Tmdell et al. (1991) ont observé le même phénomène lors d'un traitement in 
situ de sol contaminé aux produits de préservation du bois. 
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Figure 2.4 Concentration résiduelle en CIO-Cm suite au sixième ajout, dans le 
réacteur SPB. 
De plus, un bilan de masse sur les (seul échantillonnage représentatif, fait de 5 
fois 2mL prélevés à 5 hauteurs différentes) a permis de déterminer qu'il n'y a pas eu 
d'accumulation d'hydrocarbures pétroliers dans le réacteur. En effet, seulement 
190 mg/L d'hydrocarbures pétroliers (0,2% des Cio-C50 ajoutés) ont ét6 récupérés à la 
fin de l'activation. 
2.3.2.3 Production de biomasse 
Des dénombrements de bactéries héttrotrophes totales, dbgradeurs de PCP ont été 
effectués sur les deux réacteurs. Des denombremelits de bactéries hydrocarbonoclastes 
ont été effectués sur le réacteur SPB La concentration d1h6térotrophes totaux a 
plafonné à 108 bact&iedmL dans le réacteur alimenté au NaPCP et a atteint un plafond 
de 10' bactéries/ml dans le réacteur SPB (Figure 2.5). Les concentrations fuiales de 
dégradeurs de PCP sont similaires atteignant une concentration de 106 bactériedml 
dans les deux réacteurs. Une baisse de la densite des degradeun de PCP est par contre 
observable dans les deux réacteurs entre les ajouts 2 et 6 malgrt les taux de dégradation 
élevés. 
La population des bactéries hydrocarbonoclastes a significativement augment6 d'un 





Figure 2.5 Dénombrements bactériens selon la methode NPP. activation 1 
2.3.3 Activation 2 : Suivi exhaustif des ~aram&tres ~hysico-chimiaues et biolo~iaues 
Suite aux résultats obtenus l o s  de la première activation, les méthodes analytiques 
requises afin de pouvoir comparer les deux types de production ont été mises au point 
et le suivi exhaustif de la production de biomasse active a été entrepris. 
2.3.3.1 Dégradation du PCP 
Durant les 60 premiers jours d'activation, 6000 mg de PCP ont été alimentés à chacun 
des réacteurs. Le pH a été maintenu entre 6.8 et 73 dans les deux réacteurs afin de ne 
pas influencer la solubilité du PCP Figure 2.6. La concentration en ions chlorures a 
atteint, avec la dégradation du PCP. une concentration au jour 60 de 16 mM dans les 
deux réacteurs. Puis 1 8 0  mg (300 mgL) de PCP ont étd ajoutés aux réacteurs et 
aucune dégradation du PCP n'a été observée par la suite. Les concentrations d'ions 
chlorures et le pH sont restés stables. Ce seuil de tolérance est comparable il celui 
atteint par Barbeau et a1.(1997) puisqu'une inhibition de la dégradation avait été notée B 
une concentration de 300 mg/L. 
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Figure 2.6 Consommation du PCP. production d'ions chlonue et suivi du pH. dans le réacteur 
alimenté au NaPCP (A). dans le réacteur alimnté il la solution de préservation du bois. 
Pendant les 60 premiers jours de I'activation, les taux de dégradation du PCP ont 
augmenté dans les deux réacteurs. Lon de la dégradation des deux premiers ajouts. le 
taux moyen de consommation du PCP a augment6 de 5 m f i j  pour le sol activé au 
NaPCP et 4 m g L j  pour le sol activé à la solution de préservation. jusqu'à 13 et 
17 mg/L-j respectivement (Tableau 2.8). Le taux moyen de consommation dans les 
deux réacteurs a, par la suite. augmenté lentement jusqu'à des valeurs de 21 m&.j 
dans le réacteur alimente au NaPCP et 26 m g L j  dans le reacteur alimenté tt la SPB. 
L'échantillonnage important a permis de déterminer des taux maximums de dégradation 
du PCP (pentes maximales de la Figure 2.6). Les taux maximums de degradation ont 
augmenté de 20 mg/Lj à 132 rng/Lj dans le réacteur aiimenté avec du NaPCP et de 
40 m g L j  à 1 12 m g L j  dans le réacteur alimenté ii la solution de préservation. 
Tableau 2.8 Taux maximum et moyens de dégradation du PCP dans les deux réacteurs. 
activation 2 
- 
Taux de dtgradatioa du PCP Taux de dégradation du PCP 
dans réacteur NaPCP dans réacteur SPB 
Des bilans de masse effectut5s sur les deux réacteurs montrent qu'il n'y a pas eu 
d'accumulation de contaminana jusqu'au jour 60 de l'activation. Un bilan a été fait en 
phase liquide car aucun échantillon de sol avait été prit au jour 60. Selon ce bilan 
99,9% (début:2,3 mgkg dans le sol, 750 mg/L ajouté, frn: 0,4 mg/L liquide) et 99,546 
(début: 2.3 mg/kg dans le sol, 750 mgL ajouté, fi: 2.7 mg/L dans liquide) du PCP 
ajouté au réacteur aliment6 au NaPCP et à la SPB respectivement, ont été consommés. 
L'accumulation d'ions chlorures dans les rdacteurs indique que 97,4% (14.8 mM Cl- 
théorique, 14,4 m M  récu@r&)du PCP ajouté au sol active au NaPCP a et6 minéralisé 
et 96.9% (15.0 mM Cl- thdonque. 14-5 m M  récupérés) du PCP ajouté au réacteur 
alimenté à la SPB a étt? minéralisé. 
2.3.3.2 Dégradation des hydrocarbures pétroliers 
Les analyses CIO-Cso dans le réacteur alimenté it la solution de préservation au long de 
l'activation indique une dégradation importante des hydrocarbures pétroliers. Par 
contre, les chiffres obtenus étaient biaisés par la nature insoluble des hydrocarbures. 
En effet, les hydrocarbures avaient tendance il s'accumuler en surface alon que les 
échantillons ttaient prélevés à 5 cm de profondeur à panir de la surface. Pour cette 
raison il n'a pas été jugé acceptable de déterminer des t a u  de dégradation. De plus, 
l'émulsion observée à la surface du réacteur est un indice des variations de tension de 
surface pouvant avoir une influence sur la solubiiite des hydrocarbures pétroliers. Par 
contre, la Figure 2.7 montre clairement la disparition des Cio-C50 entre chacun des 
ajouts. Les échantillonnages faits pendant les ajouts 2,4 et 5 permettent de conclure à 
une dégradation puisque les concentrations d'hydrocarbures chutent chaque fois sous 
200 m@. 
âébut Ajout 2 
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Figure 2.7 Concentration de CIO-Cso dans le réacteur alimenté ii la solution de 
prhervation de bois 
Un bilan de masse effectué entre les jours O et 59 (échantiuo~age représentatif, fait de 
5 fois 2 ml prélevés à 5 hauteurs différentes) indiquent que 92.5% des CIO-Cso ajoutés 
au réacteur ont ét6 dégradés . En effet, 4 400 mg des 58 900 mg de Cio-Cso ajoutés ont 
été recupérés au jour 59. 
2.3.3.3 Activité de biodégradation du PCP et de 1 'hexuùécane 
Les essais de minéralisation du PCP en microcosmes (Figure 2.8) montrent clairement 
une augmentation de l'activité de minéralisation au cours de l'acclimatation de la flore 
microbienne dans les deux réacteurs. Les résultats de minéralisation du PCP obtenus 
pour les deux réacteurs sont comparables. D'abord. les périodes de LAG diminue de 15 
jours à moins de 1 jour dès la dégradation du premier ajout (courbe ajout 1). puis 
restent stables entre 0,2 et 1,s jours. De plus. le %MAX est passe d'une valeur initiale 
au temps O de 58% pour le réacteur NaPCP et 0% pour le réacteur SPB, à 80% pour les 
échantillons prélev6s des deux réacteurs suite à la dégradation du premier ajout 
(courbes ajout1 ). Le pourcentage maximal de minéralisation est ensuite demeur6 stable 
entre 75 et 82% pour tous les autres échantillons prélevés des deux réacteurs jusqu'à la 
fin de l'activation (rdsultats prksentés à i'annexe II, PE 16E version2). Des courtes 
périodes de latence et de pourcentages élevés de minéralisation caractérisent d'une 
biomasse très active (Millette et al., 1995). Les valeurs de RMAX se sont toutes situées 
entre 13 et 32 %/j sauf pour les ajouts 5 dans les deux réacteurs. Les RMAX ont alors 
atteint des valeurs de 112 et 126 %/j dans le réacteur NaPCP et le réacteur SPB 
respectivement. 
L'activité de minéralisation de l'hexadécane a augmenté significativement durant 
l'activation dans le réacteur SPB. Les résultats des essais en microcosmes utilisant de 
l'hexadécane radiomarqué ont montré que le pourcentage de minéralisation après 25 
jours d'incubation est passé de 12% a 60% du jour O au jour 60. Les performances de 
minéralisation de l'hexadécane sont infdrieures dans le réacteur NaPCP puisque le 
pourcentage de minéralisation atteint en 25 jours est passe de 5% à seulement 22%. De 
plus. une période de latence de 4 jours était observée lors de la minéralisation de 
l'hexadécane au jour 60 du réacteur NaPCP. Aucune période de latence n'était visible 
dans les échantillons du réacteur SPB prdlevés après le jour 15. Les taux de 
minéralisation ne peuvent être comparés d'un ajout à. L'autre puisque les concentrations 
en hydrocarbures pétroliers dans les échantillons prélevds variaient. En effet, les 
hydrocarbures pétroliers ont été ajoutes dans des proportions plus importantes que le 
PCP. Les échantillonnages pour les microcosmes se faisaient quand le PCP n'était plus 
détecté dans les réacteun, par contre, il restait encore des hydrocarbures pétroliers. 
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Figure 2.8 Minéralisation du PCP dans le réacteur alimenté (A) au NaPCP. (B) à 
la SPB. Minéraiisation de l'hexadécane dans le réacteur alimenté (C) au NaPCP, (D) 2 
la SPB. 
2.3.3.4 Croissance microbienne 
Les comptes bactériens (Figure 2.9) ont montré que le procédé d'activation augmente 
significativement la densité bactérienne dans les deux réacteurs. Par contre. la densité 
des populations est plus importante dans le réacteur SPB. La population 
d'hétérotrophes totaux est passde de 1o3 bactéries/mL B log bact&ies/mL dans le 
réacteur SPB et à seulement 10' bactCriedmL dans le réacteur NaPCP. Les comptes 
sélectifs indiquent que la population de ddgradeurs de PCP a augmenté de 4 log dans 
les premiers 18 jours d'activation dans les deux réacteurs. Les conceatrations de 
dégradeurs de PCP se sont ensuite stabilisées il los bact&ies/mL daas le réacteur 
NaPCP et 106 bactéries/ml dans le réacteur SPB. 
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Comptes bacteriens MPN dans le réacteur alimenté (A) au NaPCP, (B) B 
la SPB 
La différence entre les deux types d'alimentations est plus marquée en ce qui concerne 
la population de bactéries hydrocarbonoclastes puisqu'elle a augmente de 6 log dans le 
réacteur SPB comparativement seulement 1 log dans le réacteur NaPCP. La 
proportion de dégradeun de PCP semble chuter dans les deux réacteurs au jour 25 
(ajout 3). En effet, l'écart entre la densitd de la population de dbgradeurs de PCP et la 
population d'hétérotrophes totaux augmente après le troisième ajout. 
2.3.3.5 Bilans de masse sur les dibenzo-p-dioxines et dibenzofurannes polychlorées 
Dans le but d'évaluer le devenir des PCDD et PCDF ajoutés aux sols activés, des 
échantillons ont été prélevés et analysés des deux réacteurs au jour 61. tout de suite 
après l'ajout de 300 mgL de PCP. Les analyses ont été effectuées sur un seul 
échantillon de chacun des réacteurs. Selon le TabIeau , 52% et 60% des PCDD et 
PCDF en équivalence toxique ajoutés au réacteur NaPCP et au réacteur SPB 
respectivement, ont ét6 récupéres au jour 61 des activations. Les analyses indiquent 
que les isomères des PCDDmF à 7 et 8 atomes de chlore étaient initialement 
majoritaires et représentaient 90% des PCDD/DF totaux en équivalence toxique 
(EQT)(Tableau 2.9). Leur disparition ne peut donc être attribuée à la volatilisation 
considérant la faible pression de vapeur et le haut coefficient de partage Log I<ow de ces 
isomères (pression de vapeur - 10"' Ton et log K,,, >7, (Dy, 1985)). 
Tableau 2.9 Bilan de masse des PCDDIDF dans les deux réacteurs en équivalence 
toxique 
t=Ojour t = 61 jours 
. - -- 
réacteur alim. réacteur a b .  réacteur alim. réacteur alim. 
NaPCP SPB NaPCP SPB 
P C D D e t P C D F  ppt 
résiduels EQT 22.2 22.2 518 860 
PCDD et PCDF ppt 
ajoutés EQT O O 1050.5 21 15.9 
PCDDet PCDF qg - - 
récupérés 52 60 
Le Tableau 2.10 présente la composition détaillée des PCDD et PCDF récupérés au 
jour 61. ainsi que la proportion de chaque groupe d'isomères représente. Si ces 
rksultats sont comparés avec la composition des solutions d'activation (Tableau 2.6), il 
est tout de suite apparent que les proportions que chacun des groupes d'isomères 
représentent sont semblables. En effet, les isom&res Hepta et Octa représentent encore 
90% de la composition. Par contre, dans le réacteur SPB la proportion de OctaCDD a 
augmenté de 18 à 5 7 1  et les proportions de TéuaCDD et HeptaCDD ont diminué d'un 
facteur de 10. De plus, la proportion de PCDF comparativement au PCDD est moins 
importante dans le réacteur SPB que dans la solution d'activation SPB. 
Tableau 2.10 Composition détaillée des PCDD et PDCF récupérés dans les deux 
réacteurs au jour 6 1 et représentation de la proportion des groupes d'isomères 
Réacteur NaPCP Réacteur SPB 
Isomères concentration proportion concentration proportion 
ng(L % ngjI, % 
Tétra CDD totaux 1,6 0,000 1 3,7 0 , m  
Penta CDD totaux 15 0,006 1 I 0,002 
Hexa CDD totaux 
Hepta CDD totaux 
Octa CDD 
Tétra CDF totaux 
Penta CDF totaux 
Hexa CDF totaux 
Hepta CDF totaux 
Octa CDF totaux 
2.3.3.6 Ener des périodes de famine sur la minéralisation du PCP 
Lorsqu'il n'y a plus de PCP disponible dans les réacteun, la flore de dégradeurs est en 
période de famine jusqu'à ce que du PCP soit rajouté. Cet effet h t  6tudié en analysant 
2.3.3.6 Effet des périodes de famine sur la minéralisation du PCP 
Lorsqu'il n'y a plus de PCP disponible dans les réacteun. la flore de dégradeurs est en 
période de famine jusqu'à ce que du PCP soit rajouté. Cet effet fut étudié en analysant 
les courbes de minéralisation du PCP à l'aide de la methode mise au point par Millette 
et al. (1995). Les courbes de minéralisation des jours 25 à 60 des deux réacteurs, 
démontrent que l'activité de minéralisation du PCP est inhibée par les périodes de 
famine. En effet. la partie A de la Figure 2.10 montre que l o q u e  les périodes de 
famine dépassent une journée, le paramètre RMAX représentant le taux mucimal de 
minéralisation du PCP de la biomasse acclimaté. passe de 120Wjour à 3OWjour. Les 
deux autres paramètres, soit le LAG et le %MAX ne semblent pas influencés par des 
périodes de famine de 3 jours et moins. L'étude de la partie B de la Figure 2.10, semble 
indiquer qu'étonnamment qu'il n'y a pas de relation entre le temps de famine et la 
concentration de dégradeurs de PCP. 
Figure 2.10 Effets des p6riodes de famine sur l'activitd de minéralisation du PCP (A). 
Relation entre la concentration de dégradeurs de PCP et la minéralisation du PCP(B). 
2.3.4 Activation 3 : Production de biomasse active mur bioaumentation d'un sol 
contaminé aux ~roduits de c réservation du bois 
2.3.4.1 Dégradationdu PCP 
Le seuil de toxicité a été atteint lors de la production précédente. Il fallut produire de 
nouvelles biomasses active a h  de pouvoir les tester en bioaugmentation. L'activation 
3 a été faite à partir du sol AES. Le sol BSL ayant séjourné plus de 10 mois à 4OC. il 
était préférable d'utiliser du sol frais afin d'obtenir de bons résultats. Ce sol contenait 
peu de PCP et aucun hydrocarbure pétrolier. La production de la biomasse activée au 
NaPCP selon les param8tres d'alimentation fixés a duré 25 jours. La Figure 2.1 1 
prksente l'évolution de la consommation du PCP en fonction des ajouts de substrat Le 
taux moyen de disparition du PCP a grimpé de 8,6 mg L j  jusqu'à 25 mg A-j ce qui est 
légèrement supérieur aux valeurs obtenues lors de la deuxième activation. La biomasse 
n'a subi aucune période de famine et le pH a été maintenu constant entre 7,2 et 7,6. La 
concentration en ions chlorures a augmenté avec la dégradation du PCP pour atteindre 
une valeur de 6,5 mM. 
La production de la biomasse activte à la SPB a duré 15 jours de plus et le taux de 
dégradation moyen du PCP n'a atteint que 7,13 mg /L j. Par rapport aux objectifs fixés. 
on observe deux erreurs lors de l'alimentation du réacteur. Premièrement, le deuxième 
ajout s'est fait avant que la biomasse n'ait montré une activité de dégradation. 
Deuxièmement, le dernier ajout s'est fait aprts une période d'un peu plus de 3 jours de 
famine. Les répercussions de ces erreurs de manipulations sur l'activité de 
consommation du PCP sont très visibles. eues ont ralenti le processus d'activation et de 
longues périodes de latences ont été observées. L'ajout de 100 mg de PCP /l aux 50 
autres déjh présent dans le dacteur alimenté A la solution de préservation en début 
d'activation, a ralenti l'activité des dégradeun. se traduisant en une période de latence 
de 9 jours. Le nombre de points sur les courbes n'est pas assez élevé pour calculer des 
taux de dégradation significatifs. La degradation des hydrocarbures pétroliers n'a pas 
été suivie puisque les activations précedentes ont montré qu'elle &ait stimulée par 
l'utilisation de SPB. 
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Figure 2.11 Consommation du PCP, production d'ions chlorures et pH dans le 
réacteur alimenté A) au NaPCP et B) à la solution de préservation. Troisième 
activation (sol AES). 
Des bilans de masse sur le PCP et les CIO-Cu, ont permis de vérifier qu'il n'y avait pas 
d'accumulation de ces contaminants dans les réacteurs. En effet, selon un bilan 
effectué sur le PCP total 99,8% (début: 3 mgkg dans sol. fin: 0.29 mg/L sol et 
0.39 mg/L liquide) et 993% (début: 3 mgkg dans sol. fin: 1.1 mg/L sol et 0.63 mgL 
liquide) des 2800 mg PCP ajoutés ont été dégradés dans le reacteur alimenté au NaPCP 
et dans le réacteur alimenté à la solution de préservation du bois respectivement. De 
plus. un bilan effectué sur la production des ions chlorures permet de considérer que 
97,4% (6.69 mM de Cl- théorique. 6.52 mM rdcupérés) du PCP ajouté dans le réacteur 
alimenté au NaPCP a été minéralisé et 93.4% (7.26 m M  de Cl- théorique. 6,86 rnM 
récupérés) du PCP a été minéralisé dans le réacteur SPB. Finalement. seulement 0.2% 
(3436 m a  ajoutés, 4.4 mg/L récupérés)des CIO-Cso ajoutés ont été récupérés à la fin 
de l'activation. 
2.3.4.2 Procluction de Biomasse et activité de minéralisation 
Les capacités de minéralisation du PCP et de l'hexadécane ont été évaluées au début et 
à la fin des activations (Figure 2.12). Dans le cas de la minéralisation du PCP. un temps 
de latence de 5 jours est observé dans les échantillons prélevés des deux réacteurs au 
début de l'activation. À la fin de la production. plus aucune période de latence n'est 
observée. Par contre, le taux maximal de minéralisation du PCP dans le réacteur SPB à 
la fin de l'activation est inférieur à la valeur du début. 
La minéralisation de l'hexadécane semble aussi avoir été affectée par les erreurs de 
manipulation lors de l'alimentation du reacteur SPB. En effet, l'allure de la courbe de 
minéralisation de l'hexadécane à la fin de l'activation à la SPB ne possède pas les 
caractéristiques d'une biomasse acclimatt5e telies que rencontrées tout au long de ce 
projet (voir section 2.3.6). c'est à dire un taux de minéralisation initial elevé suivi d'une 
augmentation lente du pourcentage de minéralisation. Malgré l'effet apparemment 
inhibiteur sur la biomasse activée de l'alimentation en substrat SPB. le pourcentage de 
minéralisation maximal atteint en 25 jours est de 12% supérieur dans le réacteur SPB 
que dans le réacteur alimenté NaPCP. L'activation du sol contaminé à l'aide de la 
solution de NaPCP a diminue les performances de minéralisation de l'hexadécane 
puisque le pourcentage de dra l i sa t ion  maximal atteint est de 10% après activation 
alors qu'il était de 30% avant activation. 
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Figure 2.12 Minéralisation du ' 4 ~ - ~ ~ ~  et de 14c-hexadécane, activation 3 
Les résultats des dénombrements microbiens du début et de la fin de l'activation, 
indiquent que le sol active à la solution de préservation du bois contient une 
concentration plus faible de bactéries h6térotrophes totales et d6gradeurs de PCP que le 
sol activé au NaPCP. En effet, la population d'hdt6rotrophes totaux est passée de 1.3 et 
3 x 10' bacténeslml h 8 et 7 x 106 bacténes/mL dans le réacteur alimenté au NaPCP et 
à la SPB respectivement. De plus. une concentration de seulement 
2.7 x IO" bacténeslml de dégradeurs de PCP a eté atteinte dans le réacteur alimenté à 
la solution de préservation alors que la concentration de dégradeurs de PCP atteint 
8 x 1 o5 bactéries/mL dans le reacteur aliment6 au NaPCP. Malgré les faibles 
performances de minéralisation de I'hexadécane du sol activé SPB. une bonne 
concentration de bacteries hydrocarbonoclastes est retrouvée (2.3 x 106 bacténedml) 
dans le réacteur après les 41 jours d'activation alors qu'elle était de 1 x 10' bactérie/d 
avant l'activation. 
2.3.5 Com~araison des résultats obtenus mur les trois activations 
Les principaux résultats caractérisant les biomasses produites lors des trois activations 
sont présentés au Tableau 2.11. Rappelons que les deux premières activations ont été 
faites à partir du même sol et la troisième à partir d'un sol très similaire mais ne 
contenant pas d'hydrocarbures pétroliers. Selon les résultats obtenus. la biomasse la 
plus active (i.e. possédant les plus hauts taux de conversion et de consommation du 
PCP) a été produite lors de la première activation en utilisant la solution de 
préservation de bois comme source de substrat. Ce qui caractérise cette production est 
l'absence de périodes de famine et les ajouts initiaux de plus faible concentration en 
PCP (30 mg de PCPIL suivis de 60 mg de PCPIL). En opposition. l'activation 3 à la 
solution de préservation a produit la biomasse la moins performante et elle est 
caractérisée par une longue période de famine durant la production et des ajouts 
initiaux dont les concentrations se sont additionndes dans le &acteur (50 mg de PCPL 
additionné à 100 mg de PCPL). 
L'activation 3 par alimentation au NaPCP représente la production de la biomasse la 
plus performante lorsqu'une solution alcaiine ne contenant que du NaPCP grade 
technique est utilisée. Malgré l'dimination des périodes de latence et les alimentations 
pendant les phases actives de degradation, le taux de consommation moyen final 
obtenu avec le NaPCP est encore inférieur au taux obtenu avec la solution de 
préservation lors de l'activation 1. Les concentrations de dégradeurs de PCP sont par 
contre équivalentes pour toutes les productions de biomasse effectuées. excluant 
l'activation 3 à la solution de préservation 
Les bilans de masse indiquent des performances semblables lors des trois activations 
autant pour la consommation du PCP que des CIO-CJo. Ces résultats confirment que la 
disparition du PCP et des CIO-Cso dans les réacteurs est bien liée à leur biodégradation 
et que I'accumulation dans le sol est négligeable. Les concentrations bactériennes se 
comparent également. La densité des hétérotrophes totaux se situe entre 
7 x lo6 bact&ies/mL pour l'activation 3 B la SPB à 3 x 10~bactériedmL pour 
l'activation 1 h la SPB. Les dégradeurs de PCP monvent des concentrations entre 
3 x 104 bactéries IrnL encore pour l'Activation 3 à la SPB il 6 x lob bactériedml pour 
l'activation 2 au NaPCP. La concentration de bactéries hydrocarbonoclastes est 
beaucoup plus importante dans les réacteurs SPB (106 10' bact&ies/ml)que dans le 
rdacteur NaPCP de l'activation 2 
Tableau 2.11 Caractérisation de la biomasse produite lors des trois activations 
Dégradation du PCP 99,6 % 99,3 8 ' 99,6% a 99,696 99.8 % 99.5 % 
Conversion PCP en CI- 96.7 % 99,9% 97.4% 96,9% 97.4 96 93,4 % 
Dégradation C 10-c~~ - 92.5 % - 99.9% - 99,B % 
Taux de dégradation moyen 
final du PCP (mg/L.j) 16 3 1 21 22 25 7.1 
Densité hétérotrophes totaux 
finale (bactJrnL) 2 x 1 0 ~  3 x 1 0 ~  1x10' 5x10' 8 x 1 0 ~  7 x 1 0 ~  
Densite de dégradeurs de 
PCP finale(bactlrnL) 3 x 10' 2 x 10' b 2 ~  105 6 x 106 8 x lo5 3 x 104 
Densité hydrocarbonoclastes - 7~ 106 3 %  103 4~ 10' finale(bac t JmL) 3 x 106 
. - - 
' Bilan phase aqueuse seulement 
concentration au jour 35. 
2.3.6 Acclimatation des microoreanismes - indigènes à l'hexadécane 
La littérature contient peu d'exemples de minéralisation de I'hexadécane. Il faut 
pourtant avoir des points de comparaison pour interpréter et comprendre les résultats 
obtenus au cours du projet. Une trentaine de courbes de minéralisation de I'hexadécane 
à des conditions différentes ont Cté produites pendant les deux phases expérimentales 
du projet, l'activation et la bioaugmentation. La comparaison de ces courbes peut aider 
h comprendre les principaux facteurs influen~ant leur apparence. À la section 2.3 A.2, 
il est écrit que l'allure de la courbe de minéralisation de I'hexadécane à la fin de 
l'activation dans le réacteur alimenté à la solution de préservation lors de la troisième 
production de biomasse, n'est pas caractdristique d'une biomasse acclimatée. Afin de 
déterminer les caractéristiques d'une flore acclimatée et en particulier l'dure d'une 
courbe de minéralisation de l'hexadécane, différents résultats obtenus au cours du projet 
sont illustrés à la Figure 2.13 . Le sens du terne "flore acclimatée" est restreint pour le 
moment ii une flore ayant étC en contact et ayant dégradé une concentration importante 
de contaminants. 
Les courbes représentant une flore non-acclimatée sont ceiles du sol BSL (10% (wlv) 
sol-MSM), du sol AES (10%(wlv) sol-MSM), du sol activé au NaPCP (activation 2) et 
du t=4jours du réacteur SPB (activation 2, aucun ajout d'hydrocarbures n'avait été fait). 
Les courbes représentant une flore acclimatée sont celles obtenues au long de 
l'activation 2 dans le réacteur alimenté à la SPB et la courbe de la semaine 5 du témoin 
biotique des essais de bioaugmentation (chapitre 3). Dans chacun des cas, les 
concentrations de Cio-C50 ainsi que les concentrations en bactéries hydrocarbonoclastes 
sont illustrés au Tableau 2.11. Peu importe la concentration de CIO-CSo retrouvée dans 
les microcosmes, l'allure des courbes de minéralisation de l'hexaddcane au cours de 
l'activation 2 restent semblables et se comparent a celle du témoin biotique de la 
bioaugmentation. il en est de même pour les flores n'ayant jamais été en contact avec 
des concentrations élevées d'hydrocarbures pétroliers. En effet, les courbes de flores 
non-acclimatées sont caractérisées par une lente augmentation du pourcentage de 
mineralisation alors que les courbes de flores acclimatées sont caractérisées par un taux 
de minéralisation initial élevé suivi d'une lente augmentation du pourcentage de 
minéralisation. 
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Figure 2.13 Allures des courbes de minéralisation de l'hexadécane. A) biomasses non 
acclimatées (sol initial utilisé pour les activations 1 et 2, mélange 10% (ph) sol-MSM). 
B) biomasses acclimatées (Activation 2 et bioaugmentation chapitre 3) 
Tableau 2.12 Concentration en Cio-C50 et en bactéries hydrocarbonoclastes des flores 
non-acclimatées et acclimatées représentée à la figure 2.13 
Nom de I'échantillon Ebt . Concentration Concentdon bactéries 
clo-~s hydlwcarbon- 
Sol BSL N-A 6 8  mg/L 2,l x 10' bact./mL 
Sol BSL + 25 mg/L N- A 32 mg/L 2.1 x 10' bact./mL 
Sol AES act. SPB, t=û N- A >1 mgiL 1.1 x 10' bact./mL 
Sol BSL act. à la SPB, t 4 N- A 16 mg/L 5 x i d  bact.1m.L 
Sol BSL act. à la SPB, ajout 2 A 31 mg/L 1,7 x ~d bactJmL 
-- 
Sol BSL act. à la SPB, ajout 4 A 190 mg& 9 x i d  bactJmL 
Sol BSL act. à la SPB, ajout 6 A 550 mg/L 3.4 x 108 bactlml 
Sol Bell, essais bio- A -690mg/kg 1,1x1dbactJgsoisec 
augmentationTtt5rnoin biotique, 
semaine 5 (chapitre 3) 
N-A = non-acclimatée A = acclimatt?e 
Les concentrations de bactéries hydrocarbonoclastes ne sont pas les mêmes dune flore 
acclimatée à une flore non-acclimatée, ce qui est normal puisque la flore non- 
acclimatée n'a pas été en présence d'hydrocarbures pétroliers et n'a jamais pu croitre. 
Le tableau 2.12 présente la concentration en C io-Cso contenu dans les sols qui ont été 
utilisés pour les essais en microcosmes illustrés à la figure 2.13. Les sols contenant des 
flores non-aclimatées montrent une concentration en dégradeurs d'hydrocarbures 
pétroliers de 5 s 1 o3 bactérieslml et moins et les flores acclimatées de 
10hactéries/rn~ et plus. 
2.4 Discussion 
2.4.1 Production de biomasse active 
2.4.1.1 Activité de dégradation du PCP et des hydrocarbures pétroliers 
La présence des autres composés constituant la solution de préservation n'a pas 
influencé la dégradation du PCP. Les performances de dégradation étaient 
comparables dans les deux réacteurs lors des deux premières activations. Les taux de 
dégradation maximums obtenus sont comparables à ceux de Barbeau et al. (1997) qui 
rapportent un taux de dégradation maximal du PCP (pente maximale) de 90 mg/L-j lors 
de la production d'un sol activé au NaPCP. Le seuil de toxicité a été atteint pendant 
I'activation 2, lors de l'ajout de 300 mg/L de PCP qui a eu pour effet d'inhiber toute 
activité de dégradation du PCP par la suite. Ce seuil de tolérance est comparable B 
celui atteint par Barbeau et al.( 1997) puisqu'une iiihibition de la dégradation a été notée 
à une concentration de 300 mg/L. De plus, les concentrations en ions chlorures. de 
moins de 20 mM, atteintes ne devraient pas avoir causées d'effet inhibiteur puisque 
Otte et aL(1994) rapportent qu'aucune inhibition due aux ions chlorures n'a été 
enregistrée avant d'atteindre une concentration de 133 rnM. Gonzalez et Hu (1991) ont 
pour leur part observés l'effet inhibiteur d'une concentration de 80 m M  en ions 
chlorures sur la dégradation du PCP par Flavobacterium sp. 
Le faible contenu en carbone organique total et en argile du sol a limite l'adsorption du 
PCP aux particules. De ce fait. des pourcentages élevds de degradation et 
minéralisation du PCP ont pu être atteints. Les résultats &études précédentes, ayant 
utilisées des sols plus argileux et possédant de plus importantes concentrations de COT, 
ont montré de plus faibles performances. En effet, Barbeau et aL(1997) ont observé 
une concentration de 120 mgkg de PCP adsorbé aux particules de sol et One et al. une 
adsorption de 188 mgkg. Il ne faut cependant pas oublier les avantages des capacités 
d'adsorption d'un sol puisque celles-ci permettent d'augmenter le seuil de toxicité des 
micro-organismes en diminuant la quantité de contaminant disponible dans la phase 
aqueuse (voir 2.4.4). 
Les bilans de masse ainsi que les analyses en CIO-Cso nt montré que l'utilisation de la 
solution de préservation de bois en tant que contaminant cible lors de l'activation d'un 
sol stimule la dégradation des hydrocarbures pétroliers. Aucune accumulation de Cie- 
Cso n'a été détectée lors des trois production de biomasse active. 
La croissance des dégradeun de PCP ne semble pas avoir été influencée par la présence 
des autres constituants de la solution de préservation du bois. En effet. les 
concentrations de dégradeun de PCP sont comparables dans les deux réacteurs et se 
maintiennent entre 10' et 106 bactéries/mL pour toutes les productions de sol activé 
(mis part l'activation 3 à la SPB). De plus. les concentrations de bactéries 
hydrocarbonoclastes se sont révélées très supérieures lorsque la solution de 
préservation de bois était utilisée. La croissance de dégradeurs d'hydrocarbures était 
très stimulée lors des activation à la solution de préservation du bois. 
Ces résultats démontrent clairement que l'utilisation de la solution de préservation du 
bois comme solution activanie. permet non seulement d'augmenter les performances de 
dégradation du PCP du consortium mais aussi stimule la dégradation des hydrocarbures 
pétroliers. 
2.4.1.2 Activation 3 à la solution de préservation de bois: périodes de famine. 
De toutes les productions de biomasse, la troisième activation à la solution de 
préservation de bois est la moins performante. En effet. les taux de dégradation du 
PCP sont faibles (7 mg/L-j), la concentration de bactéries dégradeun est basse 
(3 x 10'' bacténes/mL) et les courbes de minéralisation du PCP ne démontre aucun 
signe de stimulation de l'activité de dégradation. Par contre. les résultats ne sont tous 
aussi concordant en ce qui à trait à la ddgradation des hydrocarbures pétroliers. La 
concentration de bactéries hydrocarbonoclastes est relativement élevée 
(3 x 106 bactéries/mL), un bilan de masse indique que 99,8% des hydrocarbures ajoutés 
ont été dégradés, il ne reste que 5 mg/L de Cie-Ca dans le réacteur, par contre la 
courbe de minéralisation de l'hexadécane ne correspond pas à une courbe de flore 
acclimatée de cette concentration bactérienne. En effet, la section 2.3.6 présente les 
caractéristiques de flores acclimatés et non-acclimatées. À des concentrations de 
dégradeun de los bactérieslml et plus, la minéralisation de l'hexadécane était 
caractérisée par un taux de minéralisation initial élevé suivie d'une augmentation faible 
mais constante du pourcentage de minéralisation. La biomasse produite lors de la 
troisième activation à la SPB présentait une densite de dégradeurs de 
3 x 106 bactéries/mL mais une lente rnindralisation de l'hexadécane. Les résultats 
rdpenoriés à la section 2.3.6 indiquent clairement que la concentration de CiirCsa dans 
les microcosmes n'influence pas l'allure de la courbe de minéralisation. 
L'absence d'hydrocarbures pétroliers dans le sol AES, peut suggérer que la flore 
indigène n'a jamais été en contact avec des CicrCso, avant l'activation du sol. Mais les 
comptes d'hydrocarbonoclastes au début de l'activation montrent qu'une flore 
importante ( 1 0 ~  bactérieslml) de dégradeurs d'hydrocarbures est présente. 
Par contre, l'hypothèse d'une période de famine chez les bactéries hydrocarbonoclastes 
pourrait expliquer ces résultats discordants. Le manque de substrat pourrait avoir 
influencé la façon dont les bacteries ont utilisé le substrat aliment6 sans pour autant 
avoir eu une influence sur la densite de la population de dégradeurs. Simkins et 
Alexander (1984) ont décrit la xnineralisation du benzoate selon les variables: 
concentration de substrat initial et densité bactérienne initiale. Ils ont modélisé la 
minéralisation du composé selon 6 modéles cinétiques en fonction de ciifferentes 
concentrations initiales de substrat et de bactéries. 1 s  ont clairement montré que la 
façon dont les bactéries utilisaient le benzoate, dependait de ces deux variables. Ils ont 
aussi souligné le fait que plusieurs autres facteurs environnementaux peuvent avoir une 
influence sur la minéralisation du substrat. 
Plusieurs publications traitent de la survie des bacteries en mode "famine", impliquant 
des périodes de manque de substrat beaucoup plus longues que celles observées lors 
des activations. De plus, ces publications sont centrées sur les réactions cellulaires et 
non sur les effets de la famine sur l'activité de la flore microbienne. Monta (1993) 
affme dans un document traitant de stratégies de survie de bactéries affamées, que 
lorsqu'une cellule affamée est alimentée en énergie, elle consomme immédiatement 
cette énergie, et que plus la période de famine est longue, plus la période de latence 
sera longue pour les micro-organismes. R ajoute que le nombre de cellules ne diminue 
pas nécessairement en temps de famine, ce qui correspond bien aux résultats obtenus 
dans cette étude. 
2.4.1.3 Devenir des dioxines et firannes dans le procédé d'activation 
Seulement 52% (réacteur alimente au NaPCP) et 60% (rbacteur alimenté à la SPB) des 
PCDD/DF ajoutés aux réacteurs lors de l'activation 2 ont été récupérés après 61 jours 
d'activation. La perte par volatilisation de ces composés est une hypothèse qui a été 
écartée puisque les pressions de vapeur des isomères majoritaires étaient plutôt élevées. 
La méthode d'extraction utilisée Ctant très agressive, la disparition de PCDDDF ne 
peut être attribuée A une adsorption aux particules de sol. Les profils des isomères 
retrouvés dans les sols activis sont similaires aux profils des solutions d'activation. Par 
contre, de petites différences peuvent être observées, mais elles sont reliées aux limites 
de détection de la méthode qui changent avec l'ordre de grandeur des concentrations 
des échantillons. Les composés de moins de 4 chlores ne faisant pas parti des isomères 
analysés. aucune hypothèse ne peut être avancée sur la dégradation possible des 
PCDDIDF. En effet. la littérature ne rapporte que la degradation aérobie des composés 
mono-, di-. tri- et tétrachlorés (Fiedler et Van den Berg, 1996; Parson et Storm, 1989; 
Quensen et Matsumura, 1983; Wilkes, 1996). De plus, le bilan a été fait en se servant 
des valeurs d'équivalence toxique ciblant les composés les plus toxiques, une 
diminution de la toxicité a donc &é observée. 
Un des avantages de l'utilisation de la solution de préservation peut être souligné, 
puisque la présence d'une phase huileuse devrait augmenter la disponibilité des 
dioxines et bannes. En effet, Umbreit et al. (1986) ont observé que la présence 
d'huile augmentait la biodisponibilitt des PCDDIDF dans les sols et ont utilisé une 
solution d'hydrocarbures pour désorber des dioxines et furannes d'un sol contaminé. 
2.4.1.4 ERet de l'activation sur la biodiversité microbienne d'un sol 
Le suivi de trois fiores bactériennes a permis de tracer un portrait de l'évolution de la 
population indigène du sol au cours de son activation. En regardant l'évolution de 
chacune des flores; hétérotrophes totaux, dégradeurs de PCP et bactéries 
hydrocarbonoclastes, sépardment puis les unes par rapport aux autres, quelques indices 
concernant les changements dans la biodiversité microbienne ressortent clairement. 
Une analyse globale des deux premieres activations effectuées permet de séparer 
l'évolution des populations microbiennes en deux phases. Dans un premier temps, les 
trois flores observées croissent et se multiplient. De plus, I'kcart entre la densité de la 
population d'hétérotrophes totaux et la densité des populations de dégradeun sélectifs 
diminue. La croissance de dégradeurs spécifiques aux substrats est favorisée et une 
sélection microbienne est observée. Ce genre de pression sélective a déjà étd rapportée 
en ce qui concerne les dégradeurs de PCP. Les rdsultats de comptes bactériens 
d'hétérotrophe totaux et de bacterie tolérante au PCP fait par Watanabe (1977). sur un 
sol régulièrement contaminé au PCP, indiquaient une augmentation du ratio de 
bactéries tolérantes au PCP sur les bactéries totales après chaque ajout de contaminant. 
Dans un second temps, l'écart entre la densité des hétérotrophes totaux et la densité des 
dégradeurs augmente et la concentration de chacune des flores semble atteindre un 
plateau. Ceci indiquerait un changement dans le patron de la biodiversité. La 
concentration de biomasse atteinte permettrait la croissance de bactéries tolérantes au 
PCP utilisant les bactéries mortes comme source de carbone (Alexander, 1994). 
Y a-t-il une différence de l'impact sur la biodiversité entre les deux types de substrats 
alimentés. Théoriquement, l'utilisation de la solution de préservation de bois, 
contenant une plus grande varidté de sources de carbone que la solution alcaline de 
NaPCP, devrait monter une moins grande pression sélective sur la flore indigène. En 
effet, les analyses sur la diversité. de l'ADN des sols activés produits au cours de la 
deuxième activation, rapportes par Bécaert et al. (1999) ont mon& que la biodiversité 
microbienne dans le sol active à la solution de préservation est beaucoup plus 
importante que dans le sol activé au NaPCP. 
D'après ces observations, il devient évident que le mode d'activation d'un sol a une 
influence sur la biodiversité de la flore indigène. Par contre, la réapparition de non- 
dégradeun au cours de l'activation montre que le procédk d'activation produit un 
consortium de diversité importante. k s  résultats obtenus par l'analyse de la diversité 
de I'ADN tout au long des activations vont permettre une meilleure compréhension des 
effets du procédé d'activation sur la flore microbienne du sol (Beaulieu, projet de M. 
Sc. INRS IAF). Des enides suppl6mentaires seront par contre nécessaires afin 
déterminer si ces influences sont réversibles. 
2.4.2 Influence de la méthode d'alimentation 
L'alimentation des réacteurs par ajouts ponctuels a été retenue parce qu'elle offre 
plusieurs avantages quant à son application sur le terrain. Elle demande un equipement 
moins sophistiqué et un suivi moins exigeant que la méthode d'alimentation continue, 
et ainsi devient une technologie de biorestauration moins cotlteuse. Les travaux 
effectués par Otte et al. (1994) ainsi que par Kararnanev et aL(1998) sur l'activation 
d'un sol avec une alimentation en PCP continue ont donné des taux de dégradation du 
PCP supérieurs (500 m g L j  et 9ûûûmg.L-j respectivement) à ceux obtenus par 
Barbeau et aL(1997) et ceux obtenus au cours du présent projet. L'alimentation en 
continu permet d'obtenir des taux de dégradation du PCP supérieurs. L'idéal serait 
donc de rassembler le meilleur des deux types d'alimentation. Par contre, cette 
conclusion doit être accompagnée d'un bémol. L'alimentation en continu ne permet pas 
nécessairement de produire une flore de dégradeun dense et résistante. Barbeau (1996) 
a comparé les performances de deux flores produites selon deux modes d'alimentation 
(continu et par ajouts) et n'a pas observé de différence significative (analyses 
statistiques, 95% de confiance). 
Au cours de ce projet, trois caractéristiques majeures de la méthode d'alimentation par 
ajouts ponctuels ont 6té identifiées comme influençant particulièrement la dégradation 
du PCP. La première, est l'effet des temps de famine le second est l'effet d'une 
alimentation pendant une phase active de dégradation et le troisième est l'effet d'ajouts 
successifs de concentrations égales. 
2.4.2.1 Effet de périodes de famine sur l'activité de minéralisation. 
La minéralisation d'un composé est sa transformation en CO2 et en HzO par une cellule 
utilisant le carbone de compose comme source d'énergie de maintenance. Le 
pourcentage de substrat qui est minéralisé ou incorporé à la biomasse dépend de la 
souche, de la nature du substrat, de sa concentration, de la température et bien d'autres 
facteurs enviromementaux (Alexander, 1994). 
L'étude de l'effet de périodes de famine sur la midralisation du PCP à l'aide de la 
méthode d'analyse mise au point par Millette et al. (1995) a permis de montrer que les 
périodes de famine de 3 jours et moins ralentissent la minéralisation du PCP dans les 
deux réacteurs. Plus précisément, elies n'ont eu d'influence que sur le taux maximal de 
minéralisation représenté par la variable RMAX selon la méthode d'analyse. En effet. 
les flores acclimatées de dégradeurs de PCP de 104 bactéries/ml et plus, privées de 
PCP pour une période de 3 jours et moins, etaient toutes capables d'atteindre les mêmes 
%MAX et ne présentaient pas de LAG significatif (moins de 1,s joun). Des travaux 
précédents ont permis d'observer les effets inhibiteurs importants des périodes de 
famine. Buitron et Capdeville (1994) ont observé une influence négative de périodes 
de famine sur l'activite d'une biomasse acclimatée au 4-chlorophénol dors qu'une 
baisse de 80% de l'activité enzymatique était notée aprés seulement 6 heures de famine. 
Megharaj et al. (1997) ont démontré que la densité d'une population de Sphingomonas 
RW 1 acclimatée au dibenzo-hanne, diminuait sous les limites de détection après avoir 
été affamée, pour réapparaître dès l'ajout de dibenzo-furanne frais. 
Les résultats indiquent aussi que les paramètres de minéralisation du PCP des flores 
acclimatée, ne sont pas fonction de la densité de dégradeurs. Puisqu'il s'agit de 
minéralisation. il est juste d'affirmer que les périodes de famine de 3 jours et moins ont 
influencé. la façon dont le PCP a été utilisé par les micro-organismes. À concentration 
de dégradeurs semblable, l'ajout d'une quantité de substrat n'a pas engendré la même 
rCponse d'une flore affamée que d'une flore n'ayant pas manqué de substrat. Dans le 
cas de flore acclimatée, les pdriodes de famines ont eu plus d'influence sur la 
minéralisation du PCP que la concentration de dégradeurs de PCP. 
Par ailleurs, des problèmes analytiques rencontres ont permis de découvrir un aspect 
important de l'alimentation par ajouts ponctuels. Les taux de dégradation atteints dans 
le réacteur SPB lors de l'activation 1, sont supérieurs d'un facteur de 2 B tous les autres 
taux obtenus. En effet, un taux de dégradation moyen de 63 mg PCPLj a été atteint. 
Le facteur le plus susceptible d'expliquer ces résultats est le fait d'avoir alimenté la 
flore en contaminants lorsque son activité de dégradation était à son maximum. En 
effet. les premiers ajouts daas le &acteur SPB ont été effectués bien avant de ne plus 
détecter de PCP dans le réacteur, alors que les taux de dégradation étaient à leurs 
maximums. En fait, c'est ce principe qui permet d'obtenir des taux de dégradation si 
élevés par alimentation en continu. Tant qu'aucun facteur ne vient inhiber la croissance 
bactérienne (pas de carence en substrat ou en nutriments, pH adéquat etc.) l'activité 
métabolique des microorganismes est intense et la population atteindra ultimement uw 
densitd maximale telle que le milieu de culture peut le supporter (VanDemark et 
Batzing, 1987). Par contre, une flore n'ayant jamais "souffert" ne peut développer les 
défenses nécessaires pour survivre aux stress d'un changement de milieu. 
2.4.2.2 Effet d'ajouts successifs de concentrations sidaires 
L'effet des ajouts successifs de concentration egale sur l'efficacité de l'activation 
comparativement à l'effet des ajouts de concentration supérieure peut être étudiée en 
analysant les taux moyens de degradation du PCP. Le Tableau 2.7 présentait les taux 
moyens de dégradation du PCP en fonction des ajouts lors de l'activation 1. Le Tableau 
2.8 présentait les taux moyens de dégradation du PCP lors de l'activation 2. Seulement 
les résultats du réacteur alimentk au NaPCP seront dtudiés afin de limiter les variables 
pouvant influencer les taux de dégradation, tel que la présence d'huile et l'alimentation 
pendant les périodes actives de dégradation. Les deux activations au NaPCP se sont 
faites de façon similaires. Les @riodes de famine ne semblent pas avoir eu d'effet 
inhibiteur sur le taux moyen de dégradation du PCP. En effet, les périodes de famine 
les plus longues ont eu lieu entre les ajouts 1 et 2 de Ifactivation 1, et entre les ajouts 2 
et 3 de l'activation 2, et une augmentation des taux a tté observke dans les deux cas. 
Lon de l'activation 1. les taux de degradation moyens du PCP des trois ajouts 
successifs de 110 mgL sont passés d'une valeur de 22 mg de PCPIL-j au premier ajout 
à 33 mg/L.j pour les deux autres ajouts. Lors de l'activation 2, les taux de dégradation 
moyens du PCP des trois ajouts successifs de 100 mg/L sont passés d'une valeur de 
13 mg/L-j à 18 mglL*j, à 24 mg/L-j. Les périodes de latences diminuent quand des 
ajouts de concentrations égales se suivent. Kararnanev et aL(1998) obtient le même 
genre de résultats lors de l'alimentation d'un réacteur à sol immoboiid. En effet. l'ajout 
successif de PCP h des concentrations diffhnte à fait augmenter le taux de 
dégradation rapidement au dtbut puis a atteint un plateau. 
Dans le cas d'ajouts de concentrations supérieures, on observe lors de l'activation 1. 
qu'un 230 mg/L a fait chuter le taux de dtgradation moyen B 16 mg de PCPIL.j et une 
période de latence etait observable. Le pH élevé a pu être responsable de cette 
diminution mais le même phenomène est observé pour l'activation 2.En effet, le taux de 
dégradation moyen a chute à 15 m g L j  suite au premier ajout de 200 mg/L. mais est 
remonté ii 21 m g L j  suite B un second ajout de 200 mgiL. 
En fait, il semble que des ajouts successifs permettent de réduire les temps de latente et 
ainsi augmenter les taux moyens de ddgradation. Le taux de dégradation atteint un 
genre de plateau conespondant l'atteinte d'un régime permanent de consommation du 
substrat. Un ajout de concentration supérieur permet à la flore d'augmenter sont niveau 
de tolérance au contaminant jusqu'h un seuil de toxicité propre au systéme utilise (flore, 
sol. contaminant). Augmenter la concentration de substrat permet de supporter la 
croissance et la maintenance d'une flore plus dense ou plus active (VanDemark, 1987). 
2.4.2.3 Alimentation idéale 
Selon les résultats obtenus, la biomasse la plus active , i.e. possddant les plus hauts taux 
de conversion et de consommation du PCP a dti? produite lors de la première activation 
en utilisant la solution de préservation de bois comme source de substrat. Ce qui 
caractérise cette production est l'absence de périodes de famine et une alimentation de 
substrat pendant les @riodes actives de degradation. En opposition. I'activation 3 à la 
solution de préservation est la biomasse la moins performante et elle est caractérisée 
par une longue période de famine durant la production et des ajouts initiaux dont les 
concentrations se sont additionnées dans le réacteur. 
Plusieurs facteurs concernant l'alimentation des réacteurs doivent être suveillés lors de 
la production d'une biomasse active sous forme de sol activé. Au début des 
expériences, il fut montré que le pH ne devait pas descendre sous une valeur de 7 afin 
de favoriser la solubiiisation du PCP. Edgehüi et aL(1982) ayant determiné que des pH 
de plus 7 3  inhibaient la croissance de la souche Arthrobacter (reclassifié 
Sphingomonas sp. nov. en 1995), et Va10 et al. (1985) ont observes que au dessus de 
7.2 la minéralisation du PCP par une souche mixte, était inhibée. Il faut donc garder le 
pH entre ces deux valeurs. La sensibilité des dégradeurs de PCP au pH du milieu est 
probablement reliée à la nature toxique du PCP. Le PCP affectant la permeabilité des 
membranes cellullaires aux protons (Mc Aiiister et oL, 1996). les bactéries sont plus 
sensibles aux pH s'éloignant de la neutralité. D'après l'étude des courbes de 
minéralisation du PCP, l'c!limination des périodes de famine devrait augmenter les 
performances des biomasses produites. Les ajouts devraient donc se faire avant 
d'atteindre la limite de détection du PCP. De plus, l'aiimentation en PCP frais (sous 
forme de NaPCP ou de solution de pr6servation du bois) devrait se faire pendant les 
périodes les plus actives de la dégradation afin de stimuter le plus possible les 
ddgradeurs de PCP. Cependant. cette option d'alimentation peut résulter en une 
accumulation d'hydrocarbures pétroliers. dans le cas de l'alimentation à la solution de 
préservation du bois, puisque leur vitesse de dégradation pourrait être plus lente que 
celle du PCP. 
Suite aux problèmes analytiques rencontrés, il devient clair que la principale contrainte 
une alimentation addquate et donc une production optimale de sol active, est la 
rapidité à laquelle une indication est disponible sur la concentration de PCP résiduel. 
Une méthode de suivi rapide et précise est nécessaire. Les analyses de PCP en phase 
liquide demandent une extraction préaiable ce qui aiionge le temps de manipulation et 
augmente les co(lts de production. Gagnon et al. (soumis 1999) ont mis au point un 
système permettant de suivre en temps réel la concentration de PCP par 
spectrophotométrie. Malheureusement, cette technique peut être dificilement 
appliquée B un mélange contenant des hydrocarbures. Le suivi du pH est délicat 
puisque pour s'assurer d'une production efficace. il faut le maintenir entre 7 et 7.5. Le 
suivi des ions chlorures en solution par potentiométrie ou titration semble le moyen le 
plus rapide et le moins coûteux. il faut par contre s'assurer que les constituants de la 
solution de préservation du bois ne font pas d'interférences dans les lectures. 
Ensuite, l'étude des courbes de minéralisation a montré que des périodes de famine 
nuisaient à l'activité de minéralisation du PCP. Il faudra donc éviter de laisser la 
biomasse sans substrat. Finalement, les taux de conversion supérieurs obtenus lors de 
la première activation à la solution de préservation du bois démontrent qu'une 
alimentation en substrat durant une @iode active de dégradation favorise l'activité de 
dégradation. Les ajouts de substrats devraient donc être fait quand la concentration en 
PCP résiduel dans le réacteur commence à chuter. 
2.4.3 Effet de l'huile diésel sur la démadation du PCP 
L'échantillonnage rapproché fait lors de la seconde production de biomasse a permis de 
constater que l'allure du début des courbes de dégradation de chacun des ajouts dans le 
riacteur SPB est différente de celle retrouvée dans le cas du réacteur NaPCP. La 
cinétique de disparition du PCP semble différente au début de la dégradation des ajouts 
de PCP entre les deux réacteurs. L'effet est marquant B partir du jour 25. Dans le 
réacteur NaPCP une courbe typique de degradation tel qu'Alexander ( 1994) la décrit est 
observée, avec un plateau de latence au début puis une inflexion convexe qui indique le 
début de la phase active de ddgradation jusqu'à disparition complète du substrat. Dans 
le réacteur alimenté SPB, une légère inflexion concave est observée au début des 
courbes du réacteur au Lieu d'un plateau. Le phénomène de partage du PCP entre la 
phase aqueuse et le diésel serait responsable de cette différence. Le diésel influencerait 
la consommation du PCP en absorbant une partie de celui-ci puis en le relargant 
lentement dans la phase aqueuse avec la dégradation du PCP et des hydrocarbures 
pétroliers, selon un équilibre de partage du PCP entre la phase aqueuse et la phase 
organique. Le coefficient de partage octanol-eau (Log kW) quantifie I'hydrophobicité 
des contaminants organiques. plus les valeurs du Log K, sont élevées plus le 
contaminant préferera la phase organique. Kaiser and Valdrnanis (1982) ont enregistré 
une valeur de Log I6, pour le PCP de 3.20 à un pH 7.2 et Nowosielsky (1998) une 
valeur de 3,69 à pH 7,2. Ces valeurs dlevees impliquent qu'une portion du PCP dans le 
réacteur se retrouvera dans la phase organique, en l'occurrence le diésel. 
Ce phénomène de partage peut aussi influencer le seuil de tolérance au PCP des 
microorganismes, abaissant sa concentration en phase aqueuse. La partition du PCP 
entre la phase aqueuse et le diésel expliquerait en partie, les performances supérieures 
de la première production de sol activé à l'aide de la SPB. En effet. les valeurs de 
concentration de PCP obtenues alors, ne tiennent pas compte du PCP contenu dans la 
phase organique puisqu'aucune extraction du PCP de la phase organique n'avait été 
faite. Les valeurs obtenues représentent la concentration réelle de PCP dans la phase 
aqueuse. Des analyses de PCP par extraction acidehse et GC-MS ont montré une 
concentration 30% supérieure aux concentrations en PCP obtenus par une simple 
analyse par HPLC après fdtration sans extraction (voir Annexe ïï PE 16 H). Les 
valeurs de PCP résiduel de la Figure 2.6 sont inférieures aux valeurs réelles, ce qui 
implique que les taux maximums (pentes maximums) seraient supérieures. Par contre, 
les taux moyens ont éte calcul& avec les valeurs théoriques des ajouts et le temps 
requis au consonium pour consommer tout le PCP. Ils sont donc représentatifs. 
2.4.4 Influence des caractéristiaues ~hvsicbchirni~ues du sol sur sa bioactivation 
Les sections précédentes indiquent que la méthode d'alimentation en substrat et la 
présence d'huile ont une influence non négligeable sur la qualité du consortium actif 
produit, mais les caractéristiques du matériau de base utilisé sont aussi détenninantes. 
Si la méthode d'alimentation est une variable manipulable, les caractéristiques du sol ne 
le sont pas. L'infiuence du support solide lors de la production d'une biomasse 
acclimatée est malheureusement souvent négligée. Par exemple, lorsque Crawford et 
Mobn (1985) ou Colores et al. (1995) discutent des performances de dégradation d'une 
culture de Sphingomonas en bioaugrnentation, iis ne considèrent pas l'influence de la 
matrice solide utilisée. Les travaux de recherche de Otte (1998) ont montré 
l'importance de la matrice poreuse pour un consortium de degradeun de PCP. Lors 
d'une première étude sur la production de sol active, Otte et a1.(1994) ont déterminé 
que la présence de 5% (ph) de sol favorisait la degradation du PCP. Une étude 
subséquente démontrait l'importance de la présence d'une partie organique au support 
solide lors de la dégradation de 100 mg/L de PCP (Otte et al., 1999). Lorsque de la 
comparaison de taux de dégradation ou de seuils de toxicité. il est important de 
mentionner les caract6ristiques du sol ou du support utilisé. 
Les résultats des deux premières activations se comparent bien puisqu'eiles ont été 
effectuées à partir du même sol. Le seul facteur les différenciant est l'entreposage du 
sol. En effet, avant la deuxième activation, le sol dû être entreposé pendant six mois à 
4OC, ce qui correspondrait sur le terrain, à un hiver qukbécois. L'entreposage du sol a 
influencé l'état de la biomasse du sol. En effet, la dégradation de 50 mg de PCPL a 
nécessité 4 jours de plus après l'entreposage du sol et la production de biomasse active 
a été beaucoup plus lente lors de la deuxième activation. Il faudra donc s'attendre sur le 
terrain à des délais plus longs pour la production de sol activé après une pende de 
froid prolongé. 
Le Tableau 2.4 présente un résumé de la caractdrisation physico-chimique des sols 
utilisés lors des trois activations. Aucun des sols ne contenait une proportion 
importante de matière organique (1,4 et 1.3 % de COT). L'effet de protection de la 
flore bactérienne contre la toxicité du PCP par son adsorption aux particules de sol est 
donc faible. Barbeau et al (1997). ont utilisé un sol contenant 11% de matière 
organique lors de la production de sol activé à l'aide d'une solution alcaline de PCP. Xis 
ont observé une diminution importante du PCP en solution 5 minutes après chaque 
ajout, un signe que le sol a protégé la flore de chocs toxiques lors des ajouts de PCP en 
adsorbant celui-ci. 
Les travaux de Otte et aL(1999) ont permis de vérifier l'importance de l'adsorption du 
PCP à la fraction organique d'un support solide. En effet, selon les résultats de tests 
d'adsorption-désorption, les supports ne contenant pas ou peu de matière organique 
s'avérait de mauvais adorbant. De plus, les résultats d'essais de minéralisation du PCP 
effectués par Otte et al (1998) laissent croire que les propriétés favorables d'un sol à la 
biodégradation du PCP se séparent ainsi: la fraction organique serait responsable de 
l'adsorption du contaminant et de son relargage continu, la fraction minérale servirait 
de support à la biomasse. L'argile est un cas particulier car bien que ce soit un support 
minéral. ses capacité d'adsorption sont importantes (Domenico et Schawrtz 1998). Le 
pourcentage de minéralisation maximal du PCP obtenus lors des essais avec de l'argile 
de One et al. (1 998) n'était que de 5%. L'argile a tendance à adsorber les contaminants 
organiques et moins à les désorber, empêchant leur dégradation (Domenico et 
Schawnz 1998). Le haut coefficient d'adsorption a la matière organique du PCP (Log 
&, = 4.8) permet de considérer la fraction organique d'un sol à faible teneur en argile 
comme étant la principale responsable de l'adsorption du PCP au sol. 
2.4.5 Proposition d'un modèle mathématiaue de consommation du PCP 
Dans un système tel que retrouvé dans les bioréacteurs utilisés pour la production de 
biomasse activée, le devenir du PCP de chacun des ajouts peut s'illustrer par un bilan 
de matière comme présenté a la Figure 2.14. Le bilan peut se séparer en deux sections, 
reliées à la variable centrale; le PCP biodisponible. L'hypothèse de base sous ce bilan 
est extrêment simplificatrice puisqu'elle est de considérer que le PCP biodisponible est 
le PCP dissous dans la phase aqueuse. On peut ensuite considérer que d'un côté. des 
cinétiques d'équilibre régissent les transferts de PCP d'une phase a l'autre et que de 
l'autre côté, le PCP est utilisé par les microorganismes selon une cinétique de Haldane. 
Harm et Zehnder (1995) ont déterminé que le taux auquel le substrat (3- 
chlorodibenzofuran) devenait disponibles a u  micro-organismes (Sphingomonas sp.) 
était influencé par l'habilité des organismes a réduire la concentration du substrat en 
phase aqueuse. 
PCP adsorbe sur 
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organique du sol L-k désorpt ~ ~ u i l i b r e  ion d  
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Figure 2.14 Représentation du bilan de matière du PCP dans un sol activé 
Le PCP étant un acide faible, sa solubilité, ses coefficients de partage ainsi que son 
caractère toxique sont intimement reliés au pH. Le bilan de la figure 2.14 est valide à 
condition que le pH du milieu soit contrôlé et maintenu constant. 
Deux types de biomasses ont été produites au cours du projet. Le premier type est une 
biomasse en milieu diphasique (eau-sol) alimentée au NaPCP. Le second. est une 
biomasse en milieu triphasique (eau-sol-huile) alimentée en diésel et en PCP. 
2-4.5.1 Cinétique de dégradation 
Des travaux de biologie moléculaire réalisés en collaboration avec I'institut Armand 
Frappier visant B identifier les dégradeun de PCP dans les consortiums. ont montré que 
la plupart des souches s'apparentaient à l'espèce Sphingonzonas (séquences des acides 
nucléiques ii l'annexe 1). Le modèle de cinétique de dégradation de Monod avec 
inhibition qui est connue sous le nom de modèle de Haldane, peut être utilisé dans ce 
cas, si on fait l'hypothèse que le consortium de dégradeurs de PCP se conduit comme 
une souche pure étant donné sa faible diversité. 
Edgehill et al. (1982), Moos et al. (1983) ainsi que G o d e z  et Hu (1995) ont montré 
que la dégradation du PCP suivait bien une cinétique de Monod, amendée d'un terme 
décrivant l'inhibition par excès de substrat (faisant intervenir la constante Ki) et que la 
toxicité du PCP diminue avec l'augmentation de la densité microbie~e @lus X est 
grand, plus le Sbd risque d'être négligeable et donc l'effet d'inhibition par excès de 
substrat ne tient plus). Ces observations se traduisent ainsi : 
ou p est le taux de croissance microbienne 
po est une constante reliée à la croissance 
Sbd est la concentration de PCP biodisponible 
Ks est la constante de saturation du PCP 
et Ki est la constante d'inhibition du PCP 
En tenant compte du taux de décès, la variation de la concentration microbienne dans le 
temps s'écrit ainsi : 
où X est la concentration microbienne 
et Kd la constante de décès 
La croissance microbienne est fonction du rendement de l'utilisation du substrat 
biodisponible pour la croissance microbie~e Y ds : 
Ces trois équations décrivent la croissance de la flore de dégradeun en fonction du 
substrat biodisponible. 
2 . 4  5.2 Cinétique d'équilibre 
Afin de décrire les interactions entre le substrat et la phase aqueuse. deux cinétiques 
d'équilibre doivent être utilisées. En premier lieu et pour les deux types de biomasses 
produites. un équilibre d'adsorption du PCP aux particules de sol influence la 
concentration de substrat en phase aqueuse. Une hypothèse doit être posée en ce qui 
concerne l'équilibre d'adsoption du sol. En effet. suite aux conclusions de la section 
2.4.3. la disponibilité du PCP peut être posée comme étant fonction de la fraction 
organique du sol (f,). 
Dans le réacteur alimenté à la solution de préservation de bois, un équilibre de 
dissolution entre la phase aqueuse et la phase huileuse vient se rajouter au bilan 
(section 2 du bilan). La fraction de PCP biodisponible est fonction de la concentration 
de diésel dans le réacteur (fd) et de la fraction organique du sol. La fraction de diésel 
est quant à elle, est affectée par le taux de dégradation des hydrocarbures pétroliers. ce 
qui veut dire qu'illustrer l'équilibre de dissolution du PCP fait intervenir une cinétique 
de dégradation. 
Si le PCP biodisponible est considéré comme étant le PCP dissous dans la phase 
aqueuse et que le pH est maintenu à 7,2 afin de maintenir constante les conditions de 
solubilisation ainsi que les coefficients de partage et d'adsorption du PCP. la 
consommation du PCP total d'un ajout de solution activante (NaPCP ou SPB) dans le 
réacteur peut s'exprimer ainsi: 
1 
où S est la concentration totale de PCP 1 B I 
foc est un facteur multiplicatif relié à la fraction de matière organique dans le sol 
est la constante d'adsorption du PCP à la matière organique 
fdw est un facteur multiplicatif relié a la concentration de diésel dans le réacteur 
Kdw est le coefficient de partage du PCP entre le diésel et le MSM 
La partie A de l'équation 4 est reliée à l'influence du sol sur la disponibilité du PCP et 
la partie B est spécifique à l'utilisation de la solution de préservation du bois puisqu'elle 
concerne l'influence de la présence du diésel sur la disponibilité du PCP. Le PCP total 
contenu dans les réacteurs ainsi que la croissance des dégradeun peuvent être mesurés 
dans le temps. Un modèle précis pourrait être développé en déterminant les valeurs des 
différentes constantes énoncées (Kdur Kr, &, Yds .  Ki. p.). Des hypothèses 
simplificatrices pourront être posées selon les conditions d'opérations des réacteurs. 
L'influence de la phase huileuse devra être approfondie puisque plusieurs facteurs sont 
impliqués. dont la cinétique de dégradation des hydrocarbures pétroliers en présence de 
PCP, qui n'a pas encore été étudiée. De plus, l'hypothèse principale devra être vérifiée 
puisqu'elle néglige plusieurs phénomènes régissant l'interaction entre la bactérie. le 
support et le substrat. 
Un autre facteur peut influencer la biodisponibilité du PCP: un équilibre entre le PCP 
adsorbé au?< particules de sol et absorbé dans le diesel. En effet, le PCP qui est adsorbé 
au sol peut être désorbé par la présence d'huile selon un équilibre de désorption diesel- 
sol. Plusieurs techniques de lavage ont recours à une phase organique pour désorber un 
maximum de PCP tel Kodadoust et al. (1999) qui utilisaient de l'éthanol pour traiter 
une contamination âgée au PCP. 
Ce phénomène peut-il influencer la cinétique des équilibres décrite plus haut ? La 
quantité d'huile et son contact avec les particules de sols ne sont probablement pas 
suffisants pour considérer ce phénomène. En effet, l'huile est présente en faible 
quantité (au plus 5 g L )  et a tendance à se maintenir en surface puisque plus légère que 
l'eau. Les particules de sol sont au contraire plus dense que l'eau et sont attirés vers le 
fond des réacteurs. Le contact entre ces deux phases est donc limité. Toutefois. ce 
facteur sera a considéré lors de la validation du modèle proposé. 
2.5 Conclusion 
Les résultats obtenus lors de cette phase expérimentale au laboratoire permettent 
d'affmer que l'utilisation de la solution de préservation à base de diésel #2 et de PCP 
comme contaminant cible lors de la production d'un sol activé, augmente non 
seulement les capacités de dégradation du PCP de la flore indigiine mais aussi stimule 
la dégradation des hydrocarbures pétroliers. De plus, la présence de sol et d'une phase 
huileuse peut protéger les bactéries de la toxicité du PCP en réduisant sa concentration 
en phase aqueuse. L'affinit6 du PCP vers les composés organiques fait en sorte qu'une 
partie de celui-ci se retrouvera adsorbé aux particules de sol ou solubilisé dans le 
diésel. 
Une analyse des résultats de comptes microbiens a permis de détexminer que le procédé 
d'activation avait une influence sur la biodiveaité de la flore indigène. En effet, dans 
les deux réacteurs, la sélection microbienne. due à la spécificitti du substrat, a 
commencé par favoriser les dégradeurs pour ensuite atteindre un second équilibre où 
d'autres souches tolérantes au PCP ont pu croître grâce au carbone provenant des 
bac ténes mortes. 
Plusieurs facteurs influençant la production de sol activé ont été abordés. En effet, la 
comparaison des trois productions de biomasse active a permis de déterminer que la 
méthode d'alimentation influence l'activité de dégradation du PCP. Les périodes de 
famine sont à éviter puisqu'elles inhibent la minéralisation du PCP et potentiellement 
celle des hydrocarbures. Afin d'augmenter les performances de dégradation et de se 
rapprocher des caractéristiques d'une alimentation en continue, les ajouts de PCP 
devraient se faire lorsque l'activité de dégradation est à son maximum. Il faut par 
contre éviter l'accumulation dhydrocarbures lorsque la solution de préservation de bois 
est utilisée comme solution activante. Suite aux observations faites, un modèle 
mathématique a été proposé. Plusieurs facteurs devront être évalués, mais la 
modélisation de la dégradation du PCP en rdacteur permettrait de vérifier si les 
hypothèses posées sont valables. 
Maintenant qu'il est connu que l'utilisation d'une huile de préservation permet 
l'activation efficace d'un sol, il serait interessant de suivre 1'6volution des hydrocarbures 
pétroliers au jour le jour afin de déterminer les stratégies d'alimentation à adopter afin 
d'optimiser les performances des deux flores bactériennes stimulées. De plus, suite aux 
résultats prometteurs des bilans sur les PCDD et PCDF, une attention particuliére 
devrait être apportee au devenir de ces contaminants lors d'activation et pourquoi pas 
tenter d'activer une flore de dégradeus de dioxines et furmes.  
Chapitre 3 Bioaugmentation d'un sol contaminé aux 
produits de préservation du bois 
3.1 Introduction 
ii existe deux méthodes pour augmenter le taux de degradation d'un composé dans un 
sol. la stimulation de la flore indigène (biostimulation) ou l'addition de micro- 
organismes adaptés (bioaugmentation) (Walter, 1995). La bioaugmentation est utile 
mais n'est pas nécessairement appropriée pour toutes les situations. Généralement elle 
est applicable dans le cas de composés très lents à dégrader même dans des conditions 
optimales. Des sols fortement contamines au PCP (plus de 100 m a )  font parti de 
cette catbgorie (Mc Allister et al.. 1996). 
Le principal objectif de cette dernière phase expérimentale était de déterminer 
l'efficacité des inoculums produits lors de la troisième bioactivation. Afin de pouvoir 
être comparables, tous les essais de bioaugmentation (avec témoins biotiques et 
abiotiques) devaient se faire en parallèle. Le sol active B la solution produit lors de 
l'activation 3 a dté utilisé pour ces essais malgré ses faibles performances. Les résultats 
de minéralisation et de comptes bactériens de cette activation ont Cté obtenus qu'une 
fois les essais de bioaugmentation commencés. 
Les performances en bioaugrnentation des deux sols activés ont été comparées afin de 
déterminer les qualitds des deux biomasses produites. Les essais de bioaugmentation 
ont entre autre permis d'évaluer le temps nécessaire à l'atteinte du critère C du MEF, 
vérifier l'effet de bioaugmentations successives sur la decontamination du sol et de 
vérifier les effets d'un traitement par bioaugmentation sur I'activité des dégradeurs de 
PCP et d'hydrocarbures. 
3.2 Matériels et Méthodes 
3.2.1 Caractérisation du sol 
Le sol utilisé pour les essais de bioaugmentation en rdacteun a été prélevé à un site 
d'entreposage de poteaux de bois de Beli Canada. Le sol mis en place par Bell pour un 
essai pilote est un sable moyen uniforme (classification USCS). Le sol a été tamisi à 
4 mm et homogénéisé sur place. La concentration initiale en PCP, le contenu en eau et 
le pH ont été déterminés. Les méthodes utilisees ont été les mêmes qu'au chapitre 
précedent (section 2.2.1). La capacite de rétention au champ du sol a Cté déterminée 
selon le protocole décrit par Trevors (1984). recommandé pour les sables, utilisant 
seulement la force de gravité. Les concentrations en chrome, cuivre, arsenic et plomb 
ont étd déterminées par ICP en se basant sur les méthodes Menviq.89.12/304-met. 1.3 et 
90.051304-mét.1.2. SM 3030K et 3120. Un essai de minéralisation du PCP en 
microcosme a été effectué sur 20 g de sol contaminé sans aucuns ajout de nutriment ou 
d'eau. 
3.2.2 Montage expérimental 
Les essais de bioaugmentation en laboratoire visaient I améliorer les conditions de 
bioaugmentation afin de diminuer le temps de traitement. Quatre séries de réacteurs 
ont été mis en opération afim d'Ctudier les effets de l'inoculation des différents sols 
activés. Chaque traitement est suivi en triplicatas, pour un total de 12 réacteurs : 
1. Témoin stérile (ajout de 16 gkg d'azoture de sodium), sans bioaugrnentation mais 
avec ajouts de nutriments (MSM). 
2. Témoin biotique sans bioaugmentation, seulement biostimulation (ajout de 
nutriments, MSM). 
3. Bioaugmentation avec sol activé au NaPCP et avec ajout de nutriments (MSM). 
4. Bioaugmentation avec sol activé la solution de préservation de bois, avec ajout de 
nutriments (MSM). 
Les bioréacteurs, des contenants de verre de 4 litres, ont reçu 2.5 kg de sol sec à traiter. 
L'ensemencement des réacteurs a 6té fait afin d'atteindre une concentration finale en 
micro-organismes dégradeurs de PCP de 16 bactériedg de sol sec soit 250 mL des 
deux réacteurs (valeur non atteinte par sol activé à la SPB). Selon Weber et Coneuil 
(1994), l'ajout de microorganismes en concentration de 105 bacténeslg de sol 
contaminé est suffisant pour améliorer la dégradation d'un sol non-saturé. Ils affirment 
aussi qu'une concentration de 105 à 1o6 bactériedg de sol n'affecte pas la perméabilité 
du sol. La teneur en eau du sol visée était de 80% de sa capacité de rétention au champ 
(CRC). Le volume de sol activé nécessaire était ajusté avec une solution nutritive de 
MSM (200 mL) afin d'obtenir le contenu en eau désiré. 
3.2.3 Suivi du traitement - ~ a r  bioaumnentation 
La température, le contenu en eau et le pH ont été mesurés une fois par semaine pour 
les 8 premiéres semaines puis 3 fois entre les semaines 9 et 19. La teneur en eau des 
réacteurs a étd maintenue constante i 80% de la capacité de rétention au champ et leur 
tempdrature entre 22 et 24OC. Six analyses de PCP et de Ci&o ont été faites selon la 
grille expérimentale présentée en Annexe II (PE 16 L). Des essais de minéralisation en 
microcosmes de PCP radiomarqué et d'hexadécane radiomarqué ont 6 té effectués aux 
semaines 0. 5, 9, 13 et 19. Le suivi du traitement a duré 19 semaines pour tous les 
réacteurs. Les protocoles d'analyse sont détaillés à la section 2.2.4. 
3 .î.4 Bioaumentations successives 
Une seconde bioaugmentation des series 3 et 4 (séries bioaugmentées) a été effectuée 
lonqu'une baisse de l'activité de minéralisation du PCP était observée. Cette seconde 
bioaugmentation a eu lieu à la semaine 13 pour la série bioaugmentée au sol activé au 
NaPCP et il la semaine 12 pour la série bioaugmentée au sol activé à la solution de 
préservation du bois. L'ajout de sol activé a été de même concentration (sol activé /sol 
contaminé) que lors du premier ajout. Avant l'inoculation, les sols activés entreposés à 
4"C, ont été remis la température de la piece. ils ont ensuite été mélangés et aérés 
puis alimentés avec 3 ajouts de 20 mg de PCPA en 10 jours pour le rdacteur NaPCP et 5 
ajouts de 20 mg/L en 28 jours pour le réacteur SPB, afin de stimuler les dégradeurs de 
PCP. Des comptes microbiens d'hétérotrophes totaux ont été effectués sur les 
biomasses avant leur inoculation. 
de ne pas augmenter la teneur en eau des réacteurs au-dessus de 80% de la CRC. 
les sols activés ont été centrifugés à 7500 RPM pendant 20 min de concentrer la 
biomasse dans le culot. La biomasse recueillie dans le culot d'un volume de 20% du 
volume initial de sol activé a été mélangée au sol des réacteurs. 
3.3 Résultats 
3.3.1 Caractérisation du sol 
Le Tableau 3.1 décris les principales caractéristiques du sol qui a été utilisé pour les 
essais de bioaugmentation. La caractérisation préliminaire du sol a démontré que le sol 
était assez contaminé en PCP pour tester l'efficacité d'un traitement de 
bioaugmentation. En effet, une concentration de 1 10 mgîkg de PCP est bien au-dessus 
du critère C du MEF de 5 mgkg. Le sol étant un sable à faible concentration en 
matière organique (1.6%). le PCP devait être très biodisponible aux micro-organismes 
(Mc Allister et al., 1996). Le sol utilisé provenait d'un site d'entreposage de poteaux 
traités au PCP et de poteaux traités aux métaux lourds (cuivre, chrome et arsenic). La 
concentration de ces métaux a donc été évaluée afin de vérifier si le sol contenait de ces 
m6taux. La présence de métaux peu inhiber l'activité bactérienne (Providenty et ai.. 
1993). Les concentrations en chrome, cuivre et arsenic sont de beaucoup sous le critère 
B du MEF (qui est de 30 mgkg d'arsenic. 250 mgkg de chrome, LOO mgkg de cuivre 
et 500 mgkg de plomb). Aucune inhibition de la part des métaux n'est donc attendue. 
La capacité de rétention au champ correspond à 22% (p/p) d'eau. Les résultats de 
minéralisation en microcosmes (sans ajout de nutriments) ont montré un faible 
potentiel de dégradation du PCP sans aucune stimulation puisque 4096 du PCP 
radiomarqué ajouté a et6 récupéré en 1 4 ~ - ~ 0 2  au bout de 45 jours. Le pH de 6,9 et le 
contenu en eau ont été modifiés suite à l'ajout de sol activé et de MSM. 
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3.3.2 Biodémadation du PCP et des C H I - C ~  
Les résultats des analyses de PCP dans les réacteurs sont présent& à la Figure 3.1 selon 
un ratio de concentration de PCP récupéré (C)sur la concentration initiale (Co) en 
fonction des semaines écoulées. Dans les deux cas de bioaugmentation, la majorité de 
la dégradation du PCP s'est faite pendant les 4 premières semaines. En effet, la 
concentration en PCP résiduel dans les réacteurs bioaugmentés au sol activé au NaPCP 
est passée de 107 à 11 mg/L (moyenne des triplicatas) durant cette période et de 114 à 
9 mg/L (moyenne des uiplicatas) dans les réacteurs bioaugmentés au sol activé à la 
SPB. La dégradation du PCP semble un peu moins rapide dans le cas de la 
biostimulation (témoin biotique) car la concentration de PCP résiduel est passée de 92 à 
39 mgL (moyenne des triplicatas) dans ces réacteurs. 
Figure 3.1 
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DBgradation du PCP et des Clo-Cso et suivi du pH dans les riacteurs. 
(moyenne des triplicatas avec erreur relative) 
Le critère C du MEF a été atteint à la semaine 10 dans les réacteurs bioaugmentés au 
sol activé au NaPCP, à la semaine 12 dans les réacteurs traites par biostimulation et à la 
semaine 15 dans les réacteurs bioaugmentés au sol activé à la SPB. Le second ajout de 
biomasse fraîche n'a pas réussi à abaisser la concentration résiduelle du PCP au-dessous 
de 4 mgkg. Aucune diminution de la concentration de PCP n'a été observée dans les 
témoins biotiques. 
Le pH a dté suivi jusqu'à la semaine 17 dans tous les réacteurs. Il est demeuré au- 
dessus de 6,5 et en dessous de 7 sans aucun ajustement. La Figure 3.1 montre que dans 
le cas de la biostirnulation (témoin biotique) et dans le cas de la bioaugrnentation au sol 
activé au NaPCP, une baisse de pH a été observée dès la prerniére semaine, puis le pH 
est resté constant après la semaine 5. Le pH dans les réacteurs bioaugmentés au sol 
activé à la SPB s'est maintenu au-dessus de 7 pendant trois semaine puis a chuté à 6.8 à 
la 4i'me semaine. Bien que les valeurs de pH mesurées soient très rapprochées, la 
Figure 3.1 suggère que la dégradation du PCP a majoritairement eu lieu avant la 4ième 
semaine, tel qu'observé par les analyses de PCP, puisque la dégradation du PCP induit 
une baisse de pH par la production de HCl. 
La concentration initiale moyenne des réacteurs en Cio-C50 était de 1350 mgkg de sol 
sec. Dans le cas de la dégradation des hydrocarbures pétroliers CIO-Cso, les rhl ta ts  
obtenus ne sont pas ceux attendus. En effet, la dégradation des CIO-Cs emble plus 
faible dans le cas de la bioaugmentation au sol activé P la solution de préservation 
puisque la concentration finale est de LOO mg/L supérieure à la concentration finale 
retrouvée dans les réacteurs traites par biostunulation et se retrouve dans la partie 
supérieure de l'erreur relative des réacteurs bioaugrnentés au sol activé au NaPCP. Le 
sol activé à la solution de préservation ajouté au sol contaminé ne présentait pas de 
bonne capacité de minéralisation de l'hexadécme mais a du être utilisé à cause de 
contrainte de temps (voir section 3.3.3). Son ajout semble avoir, en quelque sorte, 
inhibé les capacités de dégradation des hydrocarbures pétroliers de la flore indigène. 
La diminution de CIO-Cso dans le témoin abiotique suggère qu'une certaine proportion 
(environ 10%) des hydrocarbures a pu se volatiliser avec le temps et les manipulations. 
L'azoture de sodium ajouté pour la stérilisation du sol agit en "supprimant" l'oxygène 
de l'air, des micro-organismes n'ayant pas besoin d'oxygène pour métaboliser les 
hydrocarbures auraient pu survivre. 
Tous les traitements ont réussi à abaisser la concentration de CIO-Cso sous le critère B 
du MEF (700 mgkg) dès la semaine 4. Selon les résultats de la semaine 13 à 19. la 
seconde bioaugrnentation n'a pas vraiment stimule la degradation des hydrocarbures 
pétroliers. 
3.3.3 Effet de la bioaugmentation sur l'activité de minéralisation 
L'ktude des courbes de minéralisation du PCP et de l'hexadécane donne un aperçu de 
l'activité microbienne au long du traitement par bioaugmentation. Elle permet aussi de 
comparer les effets des différents traitements du sol, c'est i dire la biostimulation 
(témoins biotiques), la bioaugmentation avec un sol activé au NaPCP et la 
bioaugmentation avec un sol active B la SPB, sur l'activité de minéralisation de la flore 
microbienne. Trois valeurs seront utilisées lors de la description des courbes : le 
pourcentage atteint en 5 jours d'incubation (qui reflète la vitesse de minéralisation), et 
le pourcentage maximal de minéralisation atteint en 25 jours d'incubation (qui reflète 
un pourcentage maximum). La Figure 3.2 présente les courbes de minéralisation du 
PCP et la Figure 3.3, les courbes de minéralisation de l'hexadécane avant le deuxitme 
ajout de sol activé, c'est à dire avant la seconde bioaugmentation. Pour tous les 
traitements, une diminution du temps de latence et une augmentation du pourcentage 
maximal de minéralisation sont observées entre la semaine O et la semaine 5. En effet, 
le pourcentage de minéralisation atteint en 5 jours. est passé de 2 ii 75% de la semaine O 
la semaine 5 dans les réacteurs bioaugmentés au sol active au NaPCP, de O à 40% dans 
les réacteurs bioaugmentés au sol activé à la SPB et de O à 65% dans les réacteurs 
biostimulés. Cette période (semaines O à 5) correspond selon les résultats des analyses 
chimiques, aux semaines d'activite de dégradation les plus actives. Par la suite. les 
pourcentages de minéralisation atteints en 5 jours diminuent de la semaine 5 à la 
semaine 9. Le pourcentage de minéralisation diminue à une valeur de 55% pour le sol 
bioaugmenté au sol activé au NaPCP, 30% pour le sol bioaugmente au sol activé à la 
SBP et 50% pour le sol biostimulé. Selon les résultats d'analyses chimiques, la 
biodégradation du PCP et des CirCm lors de cette seconde période était moins 
importante. Le pourcentage de minéralisation atteint en 5 jours à la semaine 13, juste 
avant la seconde de bioaugmentation de sol activé au NaPCP, avait encore diminué 
pour n'atteindre qu'une valeur de 15%. Par contre, la baisse n'est pas aussi importante 
dans le cas de la biostimulation puisque P la semaine 13, le pourcentage atteint en 5 
jours d'incubation est de 59%. La seconde bioaugmentation ayant été effectuée à la 
semaine 12 dans les réacteun bioaugrnentés au sol activé à la SPB, la courbe de 
minéralisation de la semaine 13 est présentée à la section 3.3.4.2. Aucune activité de 
minéralisation n'a été observée en 25 jours d'incubation dans les microcosmes 
contenant du sol des témoins abiotiques. 
Figure 3.2 Courbes de minéralisation du PCP A) dans les réacteurs bioaugrnentés au sol 
activé au NaPCP, B) dans les réacteurs bioaugmentés au sol activ6 à la solution de préservation 
C) dans les réacteurs biostimulés (moyenne des séries de 3 réacteurs et des triplicatas des 
microcosmes pris avant la seconde bioaugmentation). 
+ m m  
semaine 13 
Zmp8 (jours) 
Figure 3.3 Courbes de minéralisation de l'hexadécane A) dans ks réacteurs bioaugmenté au 
sol activé au NaPCP, B) dans les réacteurs bioaugrnentés au sol activé à la solution de 
préservation C) dans les réacteurs biostimulés. (moyenne des séries de 3 réacteurs et des 
uiplicatas des microcosmes pris avant la seconde bioaugmentation). 
Pour ce qui est de la mintralisation de I'hexadécane, les trois traitements donnent des 
courbes très similaires, les trois présentant entre 50 et 60 9% de minéralisation en 5 jours 
pour la semaine 5 et entre 40 et 45 % de minéralisation en 5 jours pour la semaine 9. 
Encore une fois, une baisse importante du pourcentage atteint en 5 jours d'incubation 
est observée pour le sol bioaugmenté au sol activé au NaPCP, puisque seulement 5% de 
minéralisation de I'hexadécane est atteint. De plus. I'aUure de cette dernière courbe est 
différente des autres, aucun point d'inflexion n'est visible et le pourcentage de 
minéralisation atteint en 25 jours d'incubation ne dépasse pas 20%. Par contre. un 
point d'inflexion à 4 joun d'incubation est visible sur la courbe de minéralisation de la 
semaine 13 des réacteurs biostimulés mais le pourcentage maximal atteint en 5 joun 
d'incubation a baissé à 35%. 
3.3.4 Bioauamentations successives 
3.3.4.1 Densité microbienne des sols activés inoculés lors de la seconde 
bioaugmentation 
Une seconde bioaugrnentation a tté effectuée sur chacun des triplicatas des réacteurs 
bioaugmentes. Étant donné les faibles performances de minhlisation du PCP dans les 
réacteurs bioaugmentés avec du sol activé à la SPB, la deuxieme bioaugmentation a été 
faite 1 semaine plus tôt dans ces réacteurs que dans le ceux de la bioaugmentation avec 
du sol activé au NaPCP. Les comptes microbiens totaux effectués indiquent que le sol 
activé au NaPCP contenait 1,7 x 106 bactérielml et que le sol active à la solution de 
préservation contenait 8 x 10' bact&îe/m.L. 
3.3.4.2 Minéralisation suite 0 la seconde biouugmentation 
La Figure 3.4 présente la courbe de minéralisation du PCP et de l'hexadécane suite à la 
seconde bioaugmentation de biomasse fraîche. Les courbes obtenues les semaines 13 
et 19 pour la biostimulation sont aussi présentées à titre de comparaison. L'activite de 
rninéraiisation dans chacun des cas &ait ài la baisse avant la seconde inoculation, c'est à 
dire que les taux de minéralisation maximums ainsi que les pourcentages de 
minéralisation maximum diminuaient avec le temps. L'effet de l'ajout de biomasse 
fraîche est beaucoup plus marqué dans le cas de l'ajout de sol activé au NaPCP. En 
effet. le pourcentage maximal de minéralisation est passe de 40% à 84% dans le cas du 
PCP et de 10% à 42% dans le cas de l'hexadécane entre la semaine 13 et la semaine 19. 
Puis. les pourcentages maximums (atteint en 25 jours d'incubation) ont diminué a 40% 
pour le PCP et 15% pour l'hexadécane à la semaine 19. 
L'effet de la seconde bioaugmentation avec le sol activé à la SPB se caractérise par une 
diminution de la période de latence lors de la minéralisation du PCP, puisque le 
pourcentage de minéralisation après 5 jours est passé de 19 à 57% de la semaine 9 à la 
semaine 13 et que le pourcentage maximal de minéralisation est resté le même à 75%. 
Dans le cas de la minéralisation de l'hexadecane, le pourcentage maximal de 
minéralisation a baissé de 60% B 5 1 % entre les semaines 9 et 13. 
Pour ce qui est de biostimulation, les taux maximums de minéralisation du PCP 
diminuent tout au long du traitement et passent de 60% en 5 jours d'incubation à 15% 
entre les semaines 13 et 19, et le pourcentage de min6ralisation de l'hexadécane passe 
de 468en 5 jours à 35%' toujours entre les semaines 13 et 19. Les pourcentages 
maximums atteints en 25 jours d'incubation restent semblables ii 65% pour la 
minéralisation du PCP et 55% p u r  la minéralisation de I'hexadécane. 
Figure 3.4 Courbes de rninthlisation du PCP et de l'hexadécane suite à la seconde 
bioaugmentation qui a eu lieu B la semaine 13 pour le sol activé au NaPCP et à la 
semaine 12 pour le sol activé la SPB. 
3.4 Discussion 
Selon les résultats des analyses de PCP et CIO-Ca, la majorité de l'activité de 
dégradation s'est effectuée pendant les quatre premières semaines de traitement. Le 
suivi du pH suggère d'ailleurs que la majeur partie du PCP a été dégradé entre la 
semaine O et la semaine 2 dans le cas des traitements de bioaugmentation au sol activé 
au NaPCP et de la biostimulation. et entre la semaine O et la semaine 3 pour le 
traitement par bioaugmentation au sol activé à la SPB. Il est en fait difficile de 
déterminer si le traitement par bioaugmentation a été plus rapide que la biostimulation. 
Toutefois, les concentrations finales de PCP et Cio-Cso atteintes au bout de 19 semaines 
sont équivalentes pour tous les traitements et varie entre 4.2 et 3,s mgkg de PCP et 
entre 273 et 373 mgkg de CIO-Cso. 
La flore indigène et les caractéristiques physico-chimiques du sol Bell ont permis une 
r6ponse efficace à la contamination. Barbeau et al (1997) avaient observé une 
différence importante entre le traitement par bioaugmentation avec sol activé et le 
traitement par biostimulation, lors de la décontamination d'un sable contaminé à 
500 mg/kg de PCP. En effet, la bioaugmentation avait permis d'atteindre une 
concentration de 5 mgkg en 130 jours alors que la concentration en PCP était 
demeurée il 400 mgkg après un traitement par biosiimulation. La nature fortement 
contaminée du sol était responsable des faibles performances de la flore indigène 
puisque aucun dégradeun de PCP n'y avait Ctd détecté. Leavitt et Brown (1993) 
soulignent le fait que les études de comparaisons entre les performances de la 
bioaugmentation versus la biostimulation sont rares. Ils font part aussi de trois enides 
comparant les deux traitements pour la d&ontamination d'huiles et graisses et arrivent à 
la conclusion que bien que la bioaugmentation ait sa niche d'application, certaines 
applications conventionneiies ne requi5rent pas de bioaugwntation. La flore indigène 
n'ayant pas été intoxiqube par la concentration de 110 mg&g de PCP, un ajout de 
nutriment a suffit à la stimuler. 
La mauvaise qualité de la biomasse produite lors de la troisieme activation à l'aide de la 
SPB a été soulignée au chapitre prdcédent. Bien que les concentrations de 
contaminants à la semaine 4 étaient similaires pour les deux types de bioaugrnentation, 
les résultats des essais de minéralisation montrent une plus faible performance pour le 
sol bioaugmenté au sol activé à la SPB. En effet, h la semaine 5 seulement 40% de 
minéralisation est atteint en 5 jours d'incubation dans le cas du sol bioaugmenté avec 
du sol activé à SPB alon que le sol biostimulé atteint 70% de minéralisation du PCP et 
le sol bioaugmenté avec du sol active au NaPCP atteint 75% de minéralisation en 5 
jours. Les observations sont semblables pour la semaine 9. L'ajout de sol activé à la 
solution de préservation semble avoir inhibé l'activité des dégradeurs indigènes 
puisque les taux de minéralisation du PCP sont plus faibles quand du sol activé B la 
SPB est ajouté au sol contaminé. 
L'addition de biomasse fraîche lors du second ajout de sol activd, n'a pas contribué à 
diminuer la concentration de contaminant. En effet, la degradation du PCP et des CIO- 
Cso atteint les même valeurs dans le cas de la biostimulation et de la bioaugrnentation, 
des semaines 12 à 19. Les contarninants &aient fort probablement adsorbés au peu de 
matière organique du sol et ainsi n'étaient pas biodisponibles. La biomasse des sols 
actives n'a donc pas montrée de capacitts supérieures en ce qui attrait à la dégradation 
de contarninants adsorbés. 
L'étude des courbes de min6ralisation soulève plusieurs points intéressant. 
Premièrement, l'ajout de sol active au sol contaminé n'augmente pas significativement 
ses capacités de minéralisation. Dans le cas du PCP, les résultats de la semaine O 
laissent présumer qu'un temps d'acclimatation plus long est nécessaire aux bactéries 
indigènes qu'aux bacteries inocul6es. Dans le cas des hydrocarbures pétroliers, il n'y a 
pas vraiment de différence. Otte et al. (1994) ont suivi la minéralisation du [14clpyrène 
et du [14~]phénanthrène en microcosmes en ajoutant une fraction de sol activé à un sol 
contamin6 h la créosote. ns ont obsewt une diminution du temps de latence Lon de la 
minéralisation du phénanthrène et du pyrène de 30 et 81 (respectivement) fois 
inférieure dans le sol activé que dans le sol d'origine. Ce qui correspond aux résultats 
des essais de la semaine O. 
Deuxièmement, les différences marquées entre les courbes du sol bioaugmenté au sol 
activé à la SPB et du sol biostimulé pourrait signifier que la biomasse inoculée ait pris 
le dessus sur la biomasse indigtne. En effet, le seul facteur différentiant les deux sols 
est la biomasse ajoutée. Les concentrations de PCP, de dioxines et furmes 
polychlorés contenus dans les inoculums ajoutes au sol sont faibles (concentration 
maximale finale ajouté aux réacteurs 0.16 ng/kg de PCP et 2,8 ngkg EQT de dioxines 
et furames respectivement). De plus, ces concentrations sont les mêmes pour les 
réacteurs bioaugrnentés au sol activé au NaPCP. La concentration des hydrocarbures 
pétroliers ajoutés au sol traité lors de l'ajout du sol activé SPB, n'est que de 0,4 mgkg 
et représente 0'03% de la contamination initiale. Ces ajouts ne peuvent donc pas être 
responsables des inhibitions de la minéralisation observkes. De plus, le pH et la 
concentration en ions chlorures étaient les mêmes pour tous les sols. 
Troisièmement, l'activité de minéralisation diminue avec la diminution de fa 
concentration de substrat dans le sol, pour les trois traitements. Par ailleurs, cette 
tendance est encore plus prononcke pour les traitements par bioaugmentation (un autre 
indice suggérant que la biomasse inoculee ait pris le dessus sur la biomasse indighe). 
Cette baisse d'activité pourrait être associée à une baisse de densité de la population des 
dégradeors. Barbeau et al. (1997) ont observé une diminution de la population 
d'hétérotrophes totaux de l'ordre de 2 log avec la disparition de 300 m@g de substrat. 
Leavitt et Brown (1995) ont eux observ6s une diminution dans la population des 
dégradeue d'hydrocarbures avec la disparition du substrat lors de traitements par 
biostimulation et bioaugmentation de sols contaminés aux huiles et graisses. 
3.5 Conclusion 
Les trois traitements étudiés ont permis d'atteindre le critère C du MEF pour la 
concentration en PCP après 10 semaines dans les réacteurs bioaugmentés au sol activé 
au NaPCP, 12 semaines dans les réacteurs traités par biostimulation et 13 semaines 
dans les réacteurs bioaugmentés au sol activé P la SPB. Le second ajout de biomasse 
Mche n'a pas réussi à abaisser la concentration résiduelle du PCP au-dessous de 
4 mgikg. Tous les traitements ont réussi i abaisser Ia concentration de CIO-C50 SOUS le 
critère B du MEF (700 mgkg) des la semaine 4. Selon les résultats de la semaine 13 à 
19, la seconde bioaugmentation n'a pas vraiment stimule la dégradation des 
hydrocarbures pétroliers. 
Les résultats obtenus lors des essais de bioaugmentation soulignent deux facteurs 
importants, à considérer lors du choix d'un traitement par ajout de biomasse 
acclimatée. Premièrement, la bioaugmentation étant une solution plus coGteuse que la 
simple biostimulation, les capacités de dégradation de la flore indigène du sol doivent 
être bien établies avant de considérer l'ajout de biomasse. En effet, un sol dont la 
contamination et les caractéristiques ne nuisent pas au développement d'une flore de 
dégradeurs efficaces, peut être traité par l'ajout de nutriments et I'appon d'oxygène 
nécessaire. En second lieu, le caractère inhibiteur observé de l'ajout du sol activé à la 
SPB soulève une problématique nouvelle dans le domaine de la décontamination des 
sols qui est le devenir de la biodivenité microbienne de la flore indigène d'un sol lors 
d'un traitement biologique tel que la bioaugmentation par sol activé. L'dcologie des 
sols fait partie du cycle de la vie de la plantte et son déséquilibre peut se répercuter à 
des niveaux trophiques supérieurs. Ce genre de questionnement doit donc se faire à ce 
stade4 des recherches. 
Recommandations 
A titre de recommandations. les études suivantes sont suggMes afin de pouvoir utiliser 
cette technologie et d'élargir les applications du concept de sol activé. 
Au niveau de la bioactivation: 
- Étudier les cinétiques de dégradation des hydrocarbures pétroliers lors de 
l'activation de sol à Saide d'une solution d'activation. 
- Mettre au point une méthode de suivi de la concentration de PCP résiduel en 
présence d'hydrocarbures. 
- Étudier la dbgradation des HAP par le concept de sol activé afin de pouvoir traiter 
les contaminations à la créosote. 
- Valider le modele mathématique proposé. 
Au niveau de la bioaugmentation 
- Faire des essais de bioaugmentation pour traiter des sols possédant une faible 
activité intrinsèque. 
- Tester la bioaugmentation sur des sols de granulom&ies différentes. 
Dans le but de pouvoir appliquer la technique sur le terrain (à l'aide d'un réacteur de 
bioactivation de 10 m3 et de plusieurs biopiles de 50 m3): 
Vérifier l'innocuité environnementale de la technologie : 
) Suivis de la biodiversité microbienne au cours de l'activation et de la 
bioaugmentation. 
Étude taxonomique des souches produites dans le but de : 
1. vérifier l'absence de souches pathogènes. 
2. de confirmer l'hypothèse faite à la section 2.4.5.1 sur la faible 
biodiversite des souches de dégadeurs. 
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ANNEXE 1 
Séquençage d'une souche provenant de réacteur NaPCP Ion de I'activation Il 
Amino acids sequence of pcpB gene- 
clone # 32 compared to Sphingomonas clorophenolica 
strain ATCC 33790 
1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  G F T F N F E N T D A I L D  1 7  
1 1 1 1 1 1 1 1  I I  - I I I  
5 1  Q T S K A C T I H A R S M E M M E H I G I A A R Y I E T G V R C N G F T F N F E N A M L D F '  100 
18 STLPGRFPFIMIYNQNETERVLRQHI,DATFNFRPEWGTQLLTLQGESGI 67 
1 1 1 1 : : 1 1 1  1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 : 1 1 : - 1 - 1 1 1 1 1 1 1 1  I  1 - 1 1  
101 SVLPGKYPFITIYNQNETERVLRQMLEATYSFQPEWGTQLLACTQDENGI 150  
. 
68 EVGLRLADGSKETIRPRWVIGADGVRSRVRECMGIAYDGEDEEVLQMM 1 1 7  
1 1 1  1 1 . 1 : 1 1  1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 : 1 1 1 1 : 1 1 1 1 1 1 1 : 1 1 1 1  
151 RADLRLKDGTKQTINPRWVIGADGVRSRVRECLGIAYEGEDYEENILQM 200 
118 DVG . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 2 0  
I I I  
201 DVGIQDFDAGDDWIHYFIGQDKFVFVTKLPGTNYRVIISDLGGANKENLE 2 5 0  
ldentity : 75.9% 
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ANNEXE II 
Protocoles Expérimentaux 16 
PROTOCOLE EXPÉRIMENTAL 1 
1 Date fui : 24/05/97 I 
Protocole #: PE 16 A 
Version: Oficielle du mémoire 
1 Auteurs: Valérie Bécaert 1 
Pages: 4 
Date Ddbut: 24/04/97 
Approuvé par: Josée Gagnon 
Date: q9 / O/. I M > 
Titre: Caractérisation préüminairt pour Ic choix du sol P Bioactivtr 
Mots clés: PCP, microcosmes, htxadécane 
Déterminer parmis les 5 sols reçus, lequel posséde le meilleur potentiel de bioaaivation au PCP. 
Deux analyses permettent ce choix: Concentration en PCP et minaalisation du PCP en 
microcosme. 
1 .  Analvses extérieures : 
Petite Pelle , 
5 bocaux de verres, 
une glacière , 
les formulaires demandés dans le PSO G 
2. Minéralisation : 
30 Bouteilles à microcosmes avec bouchons en caoutchouc et métal 
30 petits tubes 
1 5g de sol tamisé (2mrn) de chacun des cinq barils a analyser 
750ml de MSM 
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Solutions de "c-PCP. 14~-~w<adecane 
Solvants : Toluène et hexane 
Seringue de 50j.L 
Papier d'aluminium 
NaN3 
Solution KOH 1N 
1. Analyses extérieures : 
Les sols des chaudières sont mélangées avec une petites pelles et mis dans un bocal de 350 ml 
identifiés de S6TO à S m .  Us sont ensuite envoyés aux Laboratoires ECO selon le PSO G8 
2. Microcosmes : 
La méthodologie suivie est celle du PSO A10 voici les points particuliers à notre expinence: 
Pr&pumrion des saiurions radiwcrives 
U-'"c-PCP lot 35H92O2 Vial 1 lpL=l26 1857 dprn 
HEXADÉCANE- 1 - l ' ~  Vial mère 50pL=1000 000 dpm 
L'ajout de solution pour chacun des cas (PCP et HEXADECANE) sera de 25pL. aucune 
seringue plus petite que SOpL n'étant disponible. La dilution sera alors faite a h  
d'aîteindre 100 000 dpm /2SpL. Les solutions filles finales sont vérifiées avec le 
protocole 0 1 du compteur a scintillation. 
P-ru fion des niicmcosnies: 
Boues de 10% tel que le mélange qui sera fait Ion de la Bioactivation. Les microcoma seront 
inoculés avec 25pt des solutions radiomarqués pour un total de 100 000 dprn par miaocosme. 
Sur 30 microcosmes 6 contrôla seront fait, un au début, au d i e u  et à la fui de chaque sine de 
15. La feuille de travail sera la suivante 
Page 3 
Feuilles de travail : 
Agitation: agitateur giratoire à 125 RPM. CouMir de papier WumUiium. Bouchons: anneaux de 
métal et caoutchouc gris 
Suivit de la minéralisation 30 jours avec un échantillonnage par jour. 
















5. RESULTATS ET RECOMMANDATIONS 
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6. ANNEXES: MODIFICATIONS 

PROTOCOLE E X P E ~ N T A L  
Protocole #: PE 16 B Pages: 6 
Version: Officielle du mémoire Date Début: 24/04/97 
1 Date Cm : 
Auteurs: Valérie Bécaert 
Approuvé par: Josée Gagnon 
Date: 'F? I GG / G9 
Tiîre: Comparaisons de deux méthodes (NNP tube et NPP marqué) de Comptes bactériens 
Totaux et sélectifs (PCf et Hexadécane) 
[ Mots clés: NPP. PCP, Hexadécane, hétérotrophe totaux 1 
A h  de vérifier la fiabilité de la méthode de détection de dégradeun et de déterminer si les 
resultats qui seront obtenus pour les différentes flores seront comparables, des dinombrements 
NPP en tubes ont été comparés à des dénombrement NPP utilisant des radio-isotopes. 
L'utilisation de radio-isotopes permet de quantifier la microbiota responsable de la minéraiisation 
du contaminant ciblé. En effet, une petite quantité de conthnant iadiomarque est ajouté a 
chacune des dilutions successives, et un trappe a CO2 pennet de capter le '"~02 produit par la 
minéralisation du contaminant. Parce que Ie mode de détection du "l~9 est sensible, cette 
technique permet de dénombrer de faible quantité de microorganismes. Cette technique et 
également hautement sélective car la seule source de  CO^ provient de la minéralisation du 
contaminant radio-marqué. 
Dilutions: 
Solution saline 8,5g de NaCl par litre d'eau distillée 
8 bouteilles à dilution 
Pipette stérile de lOOml 
3 0 billes de verres (3mm) 
10 g de sol tamisé (2mm) 
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Pipettes stériles (enveloppées) de 10 ml 
cupules d'aluminium et four à 105°C 
Non-radiomarclues (N-Rad): 
Dispensette 1 O r d  
40 tubes de verre a bouchon vissé par type de compte e f fme  (40 x 3) 
Micropipette 1000pL 
Embouts bleus stériles 
500d Nuhient Broth 8gL (BSL, Becton Dickinson) 
Silectr/S PCP : 
500 ml des solution 2Omg de PCP Litre de MSM non tamponné (voir PE 16D) (solution de 
PCP concentré: 14gL dans NaOH 0.2SN) 
Stlecirfs Hexadécane : 
500 ml Solution minéraie SM@ar litre d'eau distillb) : MgSOd7H2 0 , lg  ; KCI, 0.7g ; 
K2HP04, 3,7g ; NH.,N03, lg. 
50pL d'hexadécane filtré à 0'5 microns, par tube. 
Radiornaraués (Rad): 
KOH 1N 
Cocktail à scintillation Opti-phase Hide-3 (Wallac, Montréal) 
Compteur à scintillation Wallac Modèle 1409. 
Pipette piston de 100pl et 1000pi (calibrées) 
Milieu salin minérai de croissance microbienne (MSM) stérile 
43 Via1 stérile par type de compte ( 3x43) 
40 tubes de 4ml stérile par de compte (40x3) 
Embouts bleus et jaunes stériles. 
Hétérotrophes totaux : 
Solution radioactive [ ~ ' ~ - ~ ] ~ l u c o s e  dilué dans de l'eau d i d  
Sélect@ PCP : 
Uée à 20 O 
F i .  PE 168 iiIjœkOtQLiPP 
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Solution radioactive (u"-C]PCP dilué dans du toluène à 20 000dprn/lOpL 
Séleciiji Hexodécane : 
Solution radioactive [ 1 l"-~]~exadécane dilué dans de I* hexane ii 20 000dpmf 1 OpL 
Stérilisation par autoclavaae: 
Autoclavage a 12 l°C et 103,4 kPa p-dant 20 min 
Préoaration des dilutions en séries : (elles serviront DOW tous les com~tes) 
Déteminer la teneur en eau du sol (PSO A7) 
Rempli une bouteille pour dilution primaire (loO)à 95ml de solution saline NaCl (y 
ajouter 30 biiies de vem) et 8 autres de 90 ml 
A utoclaver, laisser refroidir a la température du sol 
Sous la hotte biologique préaiablement stCnlisée avec UV pendant 20 minutes: laver 
spatule et dessus de la balance avec de l'éthanol 
Sous la hotte: Peser environ log de sol dans la bouteilles 95ml 
Agiter 30 min au Wrist action 
Dilutions successive : Sous la hotte biologique et avec flamme 
- Ouvrir bouteille 10" et passer le goulot a la flamme 
- Mélanger manuellement la bouteille loO, ouvrir et passer à la flamme 
- Pipetter avec pipette propre et stérile 10 mL de la bouteille 10' et les placer dans la 
bouteille 10' 
- Passe les goulots à la flamme et femm. La bouiteille 10' est préparie 
- Répéter le point 7 en utilisant la nouvelle dilution preparée comme inoculum jusqu'à la 
demiêre dilution voulue. 
Préparation des lubes : 
1. 5 tubes par dilution plus les témoins, 6 tubes par dilution pour les compte de dégradeurs PCP 
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2. Placer hnl de la solution correspondantes aux comptes désiré (Nutrient Broth, PCP/MSM, 
SM) avec la dispensette (calibrer la dispensette préalablement) 
4. Rajouter les 50w dans chaque tubes d ' h e x a d h e  pour les comptes sélectifs a hexadécane. 
5.  Inoculation des tubes selon le protocole PSO A 12 
6. Incubation a 30°C a la noirceur 
7 jours Hétérotrophes totaux 
30 jours hexadecane 
30 jours PCP 
7. Suite a l'incubation compter les tubes positifs: Hétérotrophes totaux: Turbité. Degradeun de 
PCP: baisse de pH. Hydrowboboclaste: émulsion (PSOA 12, PE 16D,PE8A) 
8. Caiculs selon le protocole PSOA 12 
Radiomarqués : 
En condition stérile (hotte biologique + flamme) 
1. Mettre lm1 de KOH dans les 120 vials à scintillation, les boucher et les identifier les 
dilutions 
2. Poser les vials de 4 ml dans les vials a scintillation identifiés. 
3. Dans des vials de 4ml pipetter 5 fois 900uL de MSM, puis rajouter 10uL de la bouteille de 
dilution 1 oO, ceci constitue les réplicats de la dilution lu1. 
4. Dans des vials de 4ml pipetter5 fois par type de compte 90OpL de MSM, uis rajouter IO& P de la bouteille de dilution IO", ceci constitue Ics réplicats de la dilution 10' . 
5.  Et ainsi de suite jusqu'à une dilution finale désirée 
6. Faire 5 témoins par type de compte en pipetant lm1 de MSM dans 5 vials. 
7. Ne pas oublier d'agiter les bouteilles de dilution réguiiéremcnt. -
8. Sous la hotte radioactive, ajout des éléments radioactifs : 
Hétérotrophe totaux : dans chaque vid de 4ml servant au compte totaux ajouter 10pL de 
sol ution de glucose radiomarqué. 
Sélectfi PCP : dans chaque via1 de 4ml servant au compte sélectif PCP ajouter IO@ de 
solution de PCP radiomarqué. 
Sélectifi Hexudécunes : dans chaque vial de 4ml servant au compte sélectif Hexadécane 
ajouter 1 OpL de solution d'hexadécane radiomarqué. 
9. Faire 3 contrôles par type de compte en pipetant l O u l  de solution radioactive dans h l  de 
MSM. 
10. Incubation à 30°C a la noirceur pendant 15 jours 
1 1. Tubes positifs: turbidité pour hétérotrophes totaux, émulsion pour hydrocarbonoclastes et 
baisse du pH pour dégradeurs de PCP. Plus de précisions dans PEl6D, PS012 et PE8 
12. Calculs selon le protocole PSO A 12 
PSO A7 et A12 
PE 16 D (méthode pour dégradeurs de PCP) 
APHA, AWWA et WEF (1992). Standard Methods for the examination of water and wastewater, 
Pages. 
Lehmcke, L. G., Williams, R. T. et Carlson, R. E. (1985). 14C-Most-probable-number method 
for enmeration of active heterotrophic microorganisms in natural waters. Amlied 
Environmental Microbiolog~ 38- 644-649. 
Mills, A. L., Breuil, C. et CoIweU, R. R. (1978). Enumefab'on of petroleum-degrading marine 
and estuarine microorganisms by the most probable oumber method. Canadian Journal of 
Microbiolop;y 24, 552-557. 
Vaio, R. et Salkinoja-Salonen, M. (1986). Bioreclamation of chlorophenol-contamuiated soi1 by 
composting. lied Miaiobioloav and Biotechnolo~ 25.68075. 
Zajic, J. E., Suppiisson, B. et Volesky, B. (1974). Bacterial degradation and emulsification of 
no6 Fuel Oil. Environmental Science and Tcchnology 8(7), 664-668. 
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5. RÉSULTATS ET RECOMMANDATiONS 
Voici les résultats obtenus jusqu'a ce jour (23107197) 
1 radiomarqué 1 non-radiomarqué 
- - -. - 
y drocarbonoclastes 3.4 x lo4 1 S,J x id 
. Totaux sol 5 1.7 x 106 I 1.3 x 106 
dégradeurs PCP sol 7 1,2 x id 1.2 x lo4 
hydrowbonoclastes sol 7 1,85 x 10) 3,7 x 10' 
De façon plus détaillées: annexe 
Résultats comptes sélectifs pour sol 7 ! 1 
1 8\07/97 ~ P C P  1 i lHexa 1 I rn c ' I 1 i 
dilution -2 1 884.71pi 1 518.61pl 
dilution -3 935.3 p 299.51~ 
dilution -3 439.5 p 266.3 p 
dilution -4 223.1 n 103.4 n 
dilution -2 
dilution -2 
. ,  L 
dilution -4 521,7lp 97.4 1 n 
dilution -4 348 / n 315 1751n 115 
dilution -4 418,8[p 1 05,7 1 n 
dilution 4 392.2 / p 201.3 p 
dilution -5 177.4 n 129.9 n 
dilution -5 337.8 n 181,7 n 
'dilution -5 338 n 1 /5 120,31n 015 








temoin 3 151.9 1.1 / 
critere* 372,23 5-3-1 188.50 1 4-4-1 - - A 
664.7 
437.9 











































1 Date fin 
PROTOCOLE ExPÉIUMENTAL 
Auteurs: Valérie Bécaert 
Approuvé par: Josée Gagnon 
Protocole #: PE 16C 
Version: Officielle du mémoire 
Signatures: -pqpLb 
Page: 3 
Date Début: 3 juin 1997 
Date: 91% l f f j  
Titre: Détermination de la conceatration en ions Cl- dans un sol par potcntiomltrc 
Mots clés: 
Ci-, potentioméüie. 
Déterminer la concentration en ions Cl' dans un échantillon de sol cn utilisant un 
potentiomebe 
Électrode combinée sélective en ions chlorures 
p Wion meter 
ISA (ionic strenght adjuster, NaN03 SM) 
Solutions standards 
10 g de sol 
1 OOrnl d'eau distillée 
Mélangeur wrist action 
Bouteille de plus de lOOml 
168 
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Peser 10I0.01g de sol (humide, m sachant le contenu en eau on pourra rajuster les calculs) 
dans une bouteille de plus de l O M  et rajouter LOOml d'eau distillée et 2ml de I S 4  mettre a 
secouer sur le wrist action pendant 30 min. Pendant ce temps, mesurer la conductivité des 
standards (IO-', 105, 10-j, loJ molaire). Une courbe de dibraiion peut alon être obtenue 
(voir instruction de l'électrode). 
Prendre la lecture de l'échantillons. 
Mémoire de maitrise de Carole Barbeau 
Manuel d'instruction de l'électrode 
Manuel d'instruction du pHlion meter 
RÉSULTATS ET RECOMMANDATIONS 
Suite a une analyse des standards par un HPLC ionique, une courbe de caiibration de 
l'électrode combinée peut être faite. Un exemple est disponible en annexe. 
il est a noter que la présence d'ions tels OK ,S203,vont intedéré avec les lectures de 
l'électrode, pour plus de détails, se réfCm au manuel d'utilisation de l'electrode en annexe. 
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Courbe de caiibration faite avec des nouveUes solutions standard 4 février 
calibration 4 février 1998 CI- 
6. ANNEXES: 
PROTOCOLE EXPERIMENTAL 
  rot oc oie #: PE 16 D 1 pige: 4 
Version: officieue du mémoire Date D6but: 4/06/97 
Da te fin 
- . .  - 
Auteurs: Valérie Bécaert 
Approuvé par: JoKe Gagnon 
Date: q q  I 4; 1 09 
Titre:Décompte des micrwrganismes dégradeurs du PCP dans un sol selon la 
méthode des NPP 
Mots clés: 
PCf, compte bactériens, NPP 
Évaluer le nombre de micro-organismes pouvant dégrader le PCP dans un sol en utilisant 
comme indice de dégradation la variation du pH causée par la biodégradation du PCP. 
Dilution : Solution saline 8,5g de NaCl par litre d'eau distilke 
8 bouteilles a dilution 
Pipette stérile de i O O m l  
Pipettes stériles (enveloppées) de 10 ml 
cupules d'aluminium et four à 10S°C 
Pour échantillons de sol: 
10 g de soi tamisé à 2mm 
30 billes de verre 3mm 
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Pour échantillon de slurry: 
lOml de slurry (représente la dilution 10') 
Solutions nutritives : MSM modifié pour en diminuer le pouvoir tampon (pour 1 Litre): 
8 . 3 3 d  (M&)SOj (lM)/L 
0.39d MgSOd.7H20 (lM)/L 
1 1 .79 ml NaN03 ( 1 M)/L 
1 ml Métaux traces (1 M)/L 
19.4 ml &HP04 (1.5 fois la quantité habituellement utilisée, car aucun ajout de 
NaH2PO~H20). 
2,2 ml de solution de 14gn de PCP pur dans du NaOH 0,ZSN 
Ajuster le pH du milieu a 7,2 à l'aide de &SOJ 1N 
Attention, l'eau distillée peut avoir a être bullée à l'air afin de ramener son pH à 7. 
Préparation des tubes : 
- de Solution MSM modifiét au PCP par tube 
- Série de 6 tubes par dilution 
- Micropipette h l  
- pH-mètre 
Stérilisation Dar autoclavage: 
Autoclavage à 12 1°C et 103,4 kPa pendant 20 min 
Pré~aration des dilutions en séries : 
1 .  Déterminer la teneur en eau du sol (PSO A7) 
2. Pour du sol: Remplir une bouteille pour dilution primaire (loO)à 95ml de solution saline 
NaCl (y ajouter 30 billes de vene) a les autres de 90 ml. 
Pour un sltirry: remplir seulement des bouteilles avec 90 ml de dirie. La dilution 10' est 
le slurry 
3. Autocluver, laisser refroidir à la température du soi 
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4. Sous la hotte biologique préalablement stinlisée avec UV pendant 20 minutes: laver 
spatule et dessus de la balance avec de l'éthanol 
5. Sous la hotte: Peser environ log de sol dans la bouteilles 95ml 
6 .  Agiter 30 min au Wrist action 
7. Dilutions successive : Sous la hotte biologique et avec flamme 
- Ouvrir bouteille 10" et passer le goulot à la flamme 
- Mélanger manuellement la bouteille loO, ouMir et passer à la flamme 
- Pipetter avec pipette propre et stérile 10 mL de la bouteille 10' et les placer dans la 
bouteille 10' 
- Passe les goulots a la flamme et fermer. La bouiteille 10' est préparée 
- Répéter le point 7 en utilisant la nouvelle dilution préparée comme inoculurn jusqu'à 
la dernière dilution voulue. 
Préparation des tubes 
1- Remplir les tubes de 9ml de solution au PCP 
2- Autoclaver : bouteille avec solution saline, tubes remplis, embouts 
3- inoculation des tubes m condition stérile (sous la hotte biologique +flamme)* 6 tubes par 
dilution (un des tubes semira dc témoin du pH. 
4- Prendre un tube de chaque dilution est les placer au congélateur a la noirceur 
5- Incubation des autres tubes a la noirceur à 30°C pendant 30 jours 
6- f lacer tous les tubes (y compris ceux provenant du congélateur) ct des solutions 
standards pour calibration du pH-mètre (4,7,10) dans un bain thennostaté 'à la 
température de la pièce jusqu'à cc que tous les tubes soient à la même température. 
7- Calibrer le pH-mètre et prendre le pH de chaque tube 
8- Selon le pH du témoin, calculer le pH théorique liée a la dégradation du PCP sur le 
graphl . Noter les tubes positifs 
9- Faire Ies calculs requis par la métôode NPP (protocole PSO 12) 
PSO 12 
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5. RÉSULTATS ET RECOMMANDATIONS 
Journal de bords de la mise au  oint de la méthode 
TubesPositifs : 
04/06/97 La solution MSM B modifié a 50 mg/l de PCP a été titré afin de suivre le pouvoir 
tampon de celle-ci (voir graph 1) 
23/07/97 Les tubes positifs (jusqu'ici) sont ceux dont tout le PCP est disparu. La lecture du 
pH n'est pas assez précise jusqu'ici pour que l'on puisse s'y fier. Elles servent d'indice de 
disparition de PCP, et nous indique, lorsque l'on assiste à une légère baisse du pH des 
dilutions contrôles par rapport aux témoins, quand les tubes sont prêts à être lu au WLC. 
Une augmentation du pH des solutions est observable après autoclavage. Ceci est dû à 
l'acide carbonique contenu dans I'eau distillée qui doit s'échapper avec l'air lors de 
i'autoclavage. 11 faut donc faire buller de Fair dans I'eau distillée avant de l'utiliser. 
05/08/97 Tous les essais effectués à unt concentration de SOrng/l de PCP avec le MSM 
modifié, ne permettent pas de suivre le pH, les analyses au HPLC donnent de meilleurs 
résultats. Il faut descendre à des concentration de moins de 20 m g  pour avoir des réponses 
satisfaisanta. Un écart de 0.3 avec les témoins identifie les tubes positifs. 
Un essai effectué avec le sol 7 à l'aide d'une solution MSM modifiée avec Zorn& de PCP 
en analysant le pH des tube puis son contenu en PCP (avec HPLC) donne des résultats 
semblables (voir p54 et 55 du cahier de laboratoire 53) 
04/09/97 Cette méthode fut suivie tout au long d'une production de consortium bactérini 
(protocole PE 16E) et les résultats obtenus sont très satisfaisant en utilisant une solution de 
MSM B B une concentration de 2Omd de PCP. Un ecan de 0.25 avec les témoins identifie 
les tubes positifs. 
6. ANNEXES: MODIFICATIONS 
PROTOCOLE EXP~RIMENTAL 
Titre: Production de sol activé pour la biodégradation du PCP, activation 
préliminaire 
Mots clés: 
Bioactivation, PCP, consortium indigène 
~ro toco~e  II:- PE 16 E 1 Pages: 6 
Augmenter la masse et l'activité de dégradation d'un consortium bactérien indigène d'un sol 
légèrement contaminé au PCP par la technique des sols activés. 
Version: Officielle pour mémoire 
Activation 1 
2. MATERIELS 
Date Début: 4 juillet 1997 
Date fin 
Réacteurs 
Marrnitte de 10 litres de stainless steal 
Couvercle troue pour l'air, les agitateurs et i'echantillo~age 
Condensuer en verre du lab de Gino 
Humidificateur : erlmmeyer de 4 Litre avec bouchon de caoutchouc et entrée et sortie d'air 
Diffusuer : tube de stalliless troué 
Auteurs: Valérie Bécaert 




Mélange initial dans les réacteurs : 
1.6 kg de sol 7 tamisé à 2mm 
16 litres de solution MSM 
6,4 d NaHzPOj (1M) 
12,99ml KzHPOj (1M) 
8,25 w4)2SO4 (1M) 
0,78 ml M ~ S O J O ~ H ~ O  (1M) 
1 1,79 ml NaNo, (1M) 
I ml Métaux traces 
(0,29@ CO(NO~)~*~H~O, 0,47 fl AIK(SO& 1 2H20, 0.16 fl CUSOJ, 0,29 
ZnSOJ.7H20, 2,78 g/L FeSOj.7H20. 1,69 g/L MnS04H20, 0,48 gR. Na2MoOJH20) 
Comptes microbiens : 
Solution Nutrient Broth (8g/l) 
Solution saiine pour hexadecane + 50 pl d'hexadécane 
Solution de 25 ppm de PCP dans du MSM 
Essais de minéralisation en microcosmes : 
12 rnicroco~mes par ajout: 
4 microcosmes par essai de minéralisation et trois essais par ajout (2 en PCP et 1 en 
Hexadécane) 
Besoins en "c-PCP: 48 microcosmes de 100 OOOdpm, plus les contrôles = 5 200 000 dpm 
Besoins en "c-~exadécane: 24 microcosmes de 100 OOOdpm, plus les contrôies = 2 800 
000 dpm 
Solutions activan tes : 
Réacteur 1, solution de NaPCP 16.g de PCPAitre de NaOH O.25N 
Réacteur 2, solution de préservation du bois avec ajout de NaOH 0,ZSN afin d'atteindre 
même concentration dans les deux solutions. 
Prise du pH : 
Page 3 
pH-mètre et électrode 
Oxygène dissous: 
Sonde à oxygène 
Concentration en ions chlorures : 
Petite bouteille de 2 ml à echantiUon du HPLC 
seringue et unitée filtrante avec filtre Téflon de 0.5p-i 
Électrode cumbinée pour ions chlorure 
ISA (solution stabilisante) (NaN03 SM) 
Concenîration en PCP : 
HPLC 
et petite bouteille de 2ml pour échantillons 
seringue et mitée filtrante avec filtre Téflon de O S p I  
Concentration en C10-CS0 : 
Bouteille a échantillonnage pour envoi a I'extérieur 
3. METHODOLOGIE 
Mélange initial dans les réacteurs : 
La concentration en sol dans les réacteurs sera de 10% w/v, 0.8kg de sol préalablement 
tamisé à 2 mm sera mélangé à 8 litres de milieu salin minéral (MSM). Dès le mélange fait, 
un échantillon de 5 d  sera pris afin de déceminer la concentration en PCP du slurry ainsi 
que son pH et sa concentration en ions chlorures. Des comptes microbims et des essais en 
rnicrocomes ont ete fait dans les essais préliminaires (PE 16qB.D) 
Identification des échantillons : VALPCP(jour).(mois).(reacteur).(dup) 
Protocole(s) utilisé(s) :PE 16C, PSOAS 
Comptes microbiens : 
Des comptes microbiens saont effccniés avant chaque Ajout, mais un peu avant que la 
concentration de PCP n'ait atteint zéro. 
Page 4 
Réacteur 1 : Hétérotrophes totaux et dégradeurs de PCP 
Réacteur 2 : Hétérotrophe totaw , hydrocarbonoclastes et degradeurs de PCP 
Identification des échantillons : hétérotrophes totaux: VALNP~(iour).(mois).(réactew) 
sélectifs PCP: V ALNPPP(jour).(mois).(réacteur) 
sélectifs Hexadécanne: V ALNP PH(jour).(mois).(réacteur) 
Protocole(s) utilisé(s) : PSO A 12, PE 16D, PE 8A 
Minéralisation en microcosmts : 
Des essais de min~ i sa t ion  en microcosmes seront fait aussi avant chaque ajout, au même 
moment que les compte du, de pouvoir faire des parallèles. Les microcosmes seront 
constitués, de 10 ml de la solution slurry des réacteurs, du contaminant radioactif (75 000 
dpm par microcosme) ainsi que du PCP non radiomarqué à 100rngk Le réacteur 1 sera 
l'objet d'essai avec le '"c-PCP et le réacteur 2 avec le "c-PCP et le "c-~exadécanne. 
L'échantillonnage d a  microtomes sera fait trois fois par jour. 
Identification des échantillons : sélectifs PCP: VALMICP(jour).(mois).(réacteur) 
selecti fs Hexadécanne: V ALMICH(jour).(rnois).(réacteuf) 
Protocole(s) utilisé (s) : PSO A10, PE 16G 
Ajout des Solutions activantes : 
Les ajouts de solutions activanies se feront chaque fois que la concentration en PCP dans la 
phase aqueuse sera de zero. La concentration en PCP rajoute sont les suivantes , la premiére 
sera de 5Omg puis les autres seront 3 ajouts de LOOrngA, puis deux de 200mg et un 
dernier de 250mgA. Avant le premier ajout, on laissera le sluny redescendre a zero par lui 
même. 
Réacteur 1 (solution NaPCP) : 
Réacteur 2 : La quantité de PCP dans la solution de prcst~ation n'étant pas connue' d e  
sera analyse au HPLC. Cette quantité sera probablement élevée . Afui de limiter la 
variation du ratio poidvolume. du NAOH 0.25N sera rajouté dans la solution, le volume des 
ajouts sera donc le même. 
Moins de 5 minute après l'ajout, un éçhantilion sera pris afin de mesura la concentration en 
PCP dans le réacteur et ainsi determiner i'importance de l'adsorption. 
Echan tiUon principal journalier: 
Un échantillon de 20 ml sera prélevé tous les jours pour y e f f m n  les analyscs journaliéres. 
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Le reste de i'échantillon sera conxrvé au congélateur (<4'C) afin de prévenir les problème 
d'appareillage et de pouvoir refaire les analyses manquées. 
Identification des échantillons :Bioactivation VAL (jour).(mois).(réacteur) 
Prise du pH : 
Le pH sera suisi de façon journalière en plongeant I'électrode par l'embout 
d'échantillonnage des réacteurs, après avoir calibre le pH-mètre. 
Identification des échantillons : VALpH (jour).(rnois).(réacteur) 
Protocole(s) utilisé (s) : PSO A5 
Oxygène dissous: 
L'oxygène dissous sera mesuré une fois par jour a h  de virifer si le mélange est sahiré en 
oxygène. Le même échantillon servira a la lecture de la concentration en ion chlorure au 
potentiomètre. 
Identification de l'échantillon: VAL02 ~our).(mois).(réacteur) 
Concentration en ions chlorures : 
Un échantillon de lm1 dans une petite bouteille pour HPLC seni envoyé pour fin d'analyse 
au , les échantillons seront pris chaque jour et entreposés dans la chambre a 4'C a h  
d'en envoyer plusieurs a la fois. 
En parallèle une lecture sera prise avec l'électrode diponible au A482 dans un échantillon 
de 5 ml. 
Identification des échantillons : VALCl-(jour).(mois).(réacteur) 
avec électrode V ALCI-ELEC(jour).(mois).(réacteur) 
Protocole(s) utilisé (s) : PE 16C 
Concentration en PCP : 
Suivi pluri-journalier de la concentration en PCP dans la phase aqueuse, 3 échantilfomage 
par jour sera nécessaire afin de bien suivre son évolution. Un échantillon de 31x11 prélevé à 
la seringue de l'échantillon principal (ISml) puis filtré sur 0.45 microns , est p& dans le 
HPLC suivant le protml PCPLONG pour la premiers édiantillons puis PCPCOURT si on 
Page 6 
ne voit pas I'influence de certains contaminants ayant un temps de rétention dans la colonne 
semblable a celui du PCP. 
Identification des échantillons : VALPCP(jour).(mois).(réacteur) 
Protocole(s) utilisé (s) : PE MC, PSO G10 
Concentration en CIO-CS0 : 
Envoyé à l'extérieur 
Identification des échantillons : VALC 1 0-CS0 (jour).(mois).(riacteur) 






PE 16 A,B,C,D,F,G,H 
Barbeau, C. (1996). Bioaugmentation de sols contaminés au pentachlorophénol par la 
méthode des sols activés. École Polvtcchniaue, Génie civil. Montréal, Université de 
Montréal. 
Otte, M.-P., Gagnon, J., Comeau, Y., N., M., Grca, C. et Samson, R. (1994). Activation of 
an hdigenous Microbial Consortium for Bioaugmaitafion of Pentachlorophenol/creosote 
Contaminated Soiis. Apd. Microbial Biotechnol 40,926-932. 
5. RESULTATS ET RECOMMANDATIONS 
Les principaux résultats de cette cxpérimmtation se rcbouvent en annexe sous forme de 
feuilles de calculs 
Le sol alimenté à la solution de présmation encrasse la colonne du HPLC il faut trouver 
une solution 
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Rbscteur 1 rtbunat m ~ o n  
Jours 02 Jours mV potentiom4îrr 
0,85 100 6.8it2h15 1 205 0.85 2293 0.10 
Selon la HPLC ionique il y 8 en fVi d'expérience 157,0268716 
4816 
nom 1 J o c  IHPLC MqÜe . 
VE-6.8.1 - BO( 0,851 0,248235 
mMol de Ci- dans le réacteur 1 
mg de PCP ajoute 
Si on suit les valeurs du laboratoire ZCnon, il y a en f#i depCrience 
125,082768 mMol de CI- âans le r0adew 2 
Les taux sont calculés ainsi: 
taux moyen: quantité de PCP ddgradb en un ajout sur le temps temps requis 
taux maximum: pente maximale calculée à la main sur graphique excel 
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 ute eu;: Valéne Bécaert 
Approuvé par: Josée Gagnon 
& 
Version: Officielle du mémoùe,pour activation 2 
Titre: Production de sol activé pour la biodégradation du PCP, avec suivi intensif du 
PH 
Mots clés: 
Bioactivation, PCP, consortium indigène 
Date Début: 13 novembre 1997 
Date fin 
Augmenter la masse et l'activité de dégradation d'un consortium bactérien indighie d'un sol 
Iégèrement contamine au PCP par la technique des sols activés. En faire un suivis exhaustif. 
Mélange initial dans les riscteurs 
I .6kg de sol 7 tamisé à 2mm 
16 litres de solution MSM: Pour un litre se solution 
6,4 ml NaH2P04 (1M) 
12,9%l K2HPOj (1 M) 
8,33 (NW2SQ (1M) 
0,78 ml MgS0~-7M20 (1M) 
1 1,79 ml NaN03 (1 M) 
I d  Métaux traces 
Solutions activantcs : 
Réacteur 1 ,  solution de NaPCP 16 g de PCP/litre de NaOH 0,25 N 
Réacteur 2, solution de prescwation du bois dilude a 1 lg de PCP par litn avec du NaOH 
0,25N 
Comptes microbiens : 
Solution Nutrient Broth (8gtl) 
Solution saline pour hexadécane (recette dans le PE 8A) + 50 pl d'hexadécane 
Solution de 20 mg/l de PCP dans du MSM 
Essais de minéralisation eu microcosmes : 
Réacteur 1: 
4 microcosmes par essai de minéralisation. Un essai de minéralisation du PCP sera fait 
avant chaque ajout (donc 7 essais au PCP), puis deux essais de mioèalisation de 
lhexadécane seront effectués au court de i'activation (un au début, puis un à la fin). 
Réacteur 2 : 
Un essai de minéralisation du PCP et un de hexadécane sera fait avant chaques ajouts, donc 
deux fois 7 essais. 
Besoins en "c-PCP : 56 microcornies de 100 000 dpm, plus les contrôles = 7 000 000 dpm 
Besoins en "c-~exadécane : 36 microcosmes de 100 000 dpm, plus les contrôles = 
4500000 dpm 
Prise du pH : 
pH-mètre et électrode 
Oxygène dissout : 
Sonde à oxygène 
Concentration en iotw chloruns : 
Appareils: HPLC ionique, potentiomètre 
Petite bouteille de 2 ml à dchantillon du HPLC 
seringue et unité fütrante et filtre de Teflon de 0.5pm 
Électrode combinée pour ions chlorures 
IS A (solution stabilisante) (NaNo, 5M) 
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Concentration en PCP : 
Dichiorornéthme (HPLC grade) 
Méthanol (HPLC grade) 
H2SOd 1N 
NaOH IN 
Via1 de 20 ml en verre avec bouchon alimunium 
Pipette pasteur 
Agitateur Wrist Action 
HPLC Spectra- Physics SP AS 3000 détecteur UV régie à 2 14 nm 
Petite bouteille de 2ml pour échantillons 
Seringue et unité filtrante avec filtres de Téflon de 0.5pm 
Volume des boues 
Bâton gradué que l'on introduit par le port d'échantiiionnage indiquant la hauteur du liquide. 
Conctntrntion en CicrCso: 
Bouteille à échantillonnage pour envoi h l'extérieur 
Mélange initial dans les nricteurs : 
La concentration en sol dans les réacteurs sera de 10% wtv, 0.8 kg de sol préalablement 
tamisé a 2 mm sera mélangé a 8 litres de milieu Ain minéral (MSM). Dès le mélange fait, 
un échantillon de Sm1 sera pris afin de déterminer la concm@ation en PCP du slurry ainsi 
que son pH, sa concentration m ions chlorures. Puis des échantillons de LOml seront pris 
afin d'effectuer des comptes cellulaires et des essais de minéralisation. 
Ajout des Solutions sicrivantes : 
Les ajouts de solutions activantes se feront chaque fois que la concentration en PCP dans la 
phase aqueuse sera près de O,Srng/L. Les concenîrations en PCP rajoutées sont les 
suivantes, la premiàe sera de S û m 6  puis les autres seront 3 ajouts de 100mg/L, puis deux 
de 200rng et un dernia de 250mgL. Avant le premier ajout, on laissera la concentration en 
PCP dans le mélange initial redcscclldrt à zéro avant de procéder au premier ajout. 
La préparation des mélanges contenant le PCP devra im vérifiée en mesunvit la 
concentration en PCP et en ions chlomes du mélange avant les ajouts par HPLC en 
îriplicatas. 
Réacteur 1, le réacîeur sera activé par une solution de NaPCP a I6gim dans du NaOH 
0.25N. les différentes mesures dans le temps seront effectuées afin de vénfier les 
possibilités de précipitation, l'heteroghéité etc. 
Réocteirr 2 L'activation a l'huile de présemation de bois se fera a l'aide d'une solution 
diluée de la solution d'origine. La solution d'origine (40 g/L) a été amenée à I I  g/L par 
dilution dans du NaOH (0'25 N) 
La présence de la phase organique de Iliuile de préservation interfère avec la lecture au 
HPLC et est dommageable pour la colonne. une étape de pré-traitement des CdiantiUons 
devra être effectuee avant la lecture au HPLC. Se référer au PE 16H. 
Moins de 5 minutes après l'ajout, un échantillon sera pris afin de mesurer la concentration en 
PCP dans le réacteur et ainsi détennincr I'importance de l'adsorption. 
Afm de garder un pH constant, du NaOH 0.25N sera rajoute chaque fois que le pH du 
réacteur sera en dessous de 7. 
Tableau des quantites d'ajouts pour les deux réacteurs: 









Comptes microbiens : 
Des comptes microbiens seront eff-és avant chaque ajout, mais un peu avant que la 
concentration de PCP n'ait atteint zho. important: les comptes devront être effcaua le jour 
Concentration 








même ou le lendemain de khantillo~age afin de ne pas modifier 1'6chantiUon. La 
solutions de croissance pourront être prtparées d'avance du moment qu'elles soient 
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Réacteur 1 : Hétérotrophes totaux et dégradeurs de PCP, 2 points des dégradeurs 
d'hexadécane (début et fin) 
Réacteur 2 : Hétérotrophes totaux, hydrocarbonoclastes et dégradeurs de PCP 
Identification des échantillons : 
hétérotrophes totaux : A (no de l'ajout)TCjour). (mois).(réacteur) 
sélectifs PCP: A(no Ajout)P(jour).(mois). (réacteur) 
sélectifs hexadécane: A(no Ajout)H(jour).(mois).(réacteur) 
*Id& : sur un des comptes, prendre deux mesures, une de la façon traditio~die t une apres 
avoir laissé décanté le slurry. Afin de vérifier la différence de densité bactérienne avec et 
sans les particules de sol. 
Protocole@) utilisé(s) : PSO A12, PE 16D, PE 8A 
Minérabation en microcosmes : 
Des essais de minéralisation en microcosmes seront faits aussi avant chaque ajout, au même 
moment que les comptes afi de pouvoir relier la croissance et la minéralisation. Les 
microcosmes seront constitués, de 10 ml de la solution boueuse des réacteurs, du 
contaminant radioactif (100 000 dpm par microcosme). Du PCP non radiomarqué (mélange 
14gPCP NaOH 0.25N) sera ajouté aux microcosmes qui contiendront du 'y-PCP a um 
concemtration de 20 rng/L. Des concentrations supérieures (50 mg/L) ont inhibé la 
minéralisation dans les essais an térieun. Les échantillons prélevés pour effectuer les essais 
de minéralisation ne sont pas des boues 10% p h  mais de concentration inférieure, les ajouts 
de PCP ne sont donc pas autant adsorbés par les particules de sol et provoque un choc 
toxique. 
Le réacteur I sera l'objet d'essai de minéralisation avec le ' 4 ~ - ~ ~ ~  ainsi que de deux essais 
avec de l'hexadecane radiomarqué (début et fui). Le riacteur 2 contenant de l'huile de 
présmation sera sujet à deux types d'essai en microcosme, avec le %-PCP et le "c- 
Hexadécane. L'échantillonnage des microcosmes se fcra deux fois par jour ou selon la 
rapidité de la minéralisation dans le but d'obtenir le taux de min&aiisation maximum le plus 
précis possible. 
Identification des échantillons : 
sélectifs PCP: A(no de l'ajout)P(jour).(mois).(réacteur) 
sélectifs hexadécane: A(no de l'ajout)H (jour).(mois).(réacteur) 
Protocole(s) utilisé (s) : PSO A10, PE 16G 
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- Un échanallon de 10 ml sera prélevé dans des vials à scintillation tous les jours et 
congelé (-20°C). Ces échantillons serviront aux analyses externes ou comme échantillons 
de secours si le besoin d'analyses supplémentaires se fait sentir. 
- Dew échantillons de 5 à 10 ml sont prélevés (vials a scintillation) chaque jour afin de 
permettre la mesure des d i f f h t s  paramètres suivis. 
Mesures joumali&es : 
Plusieurs analyses seront effecniéa à partir d'un même CchantiUonnage (5 ml dans un via1 à 
scintillation ordre très important): 
1. L'oxygène dissout sera tout de suite mesuré, 
2. Puis le pH mesuré par potentiométrie 
3. Le chlore mesuré par potentiornéaie. (après ajout de 0,2ml de ISA par 10 ml se s l w )  
4. De 1 à 2 ml seront ensuite prélevé au via1 du réacteur lvcpour fin d'analyse de la 
concentration en PCP par HPLC. Ce gave d'échantillomage pourra être effectue 
plusieurs fois par jour, notamment à la suite d'un ajout de solution activante. 
5 .  Puis, dans le cas du réacteur 1, 1 ml de ce même échantillon sera filtri sur 0,s microns 
pour fins d'analyse des ions CI- au HPLC ionique. 
6. Pour le réacteur 2, 2 fois 3ml de slurry seront prélevé et soumis à l'extraction décrite au 
PE 16H. 
Oxygène dissout : 
L'oxygène dissout sera mesuré une fois par jour afin de vérifier si le mélange est saturé cn 
oxygène. La calibration se f ~ t  avant la lecture des échantillons, en faisant buller de l'air 
pendant 20 minutes dans un bécher d'eau distillée en laissant la sonde dans i'eau jusqu'à ce 
que la lecture se stabilise. Ceîte lecture comspond à une sahvation de 100% en air (et non 
oqgéne). Le zéro est vérifié en débranchant la sonde du lecteur. 
Le débit d'air dans les réacteurs sera ajuste au fur et a mesure, en fonction des besoins du 
mélange. Concentration M W 2  mgR correspond, à 23OC, à ->5O % 
Prise du pH : 
Le pH sera suivi plusieurs fois par jour puisqu'il pouna nous xrW d'indicateur de la 
concentration en PCP dans les réacteurs. Le pH influence directement la dissolution du 
PCP. Se référer au FE 16J. 
Le contrôle du pH se fw au besoin, par ajout de NaOH 1N ou de H2SQ 1N 
Protocole(s) utilisé (s) : PSO A5 
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Concentration en ions cbloruns : 
Un échantillon de lm1 du réacteur 1 sera envoyé pour fin d'analyse au HPLC ionique dans 
une petite bouteille pour HPLC. les échantiilons seront pris chaque jour a entreposés dans la 
chambre à 4OC afin d'en envoyer plusieurs à la fois. Lhuilc ne pouvant être introduite d m  
le HPLC ionique, des échantillons congelés du réacteur 2 seront envoyés dans un laboratoue 
extérieur. 
En parallèle une lecture sera prise avec l'électrode disponible au A482 dans un Cchantiiion 
de 5 ml tel que mentionné pricidcmment. 
Identification des échantillons : Cl-(jour).(mois).(réacteur) 
Protocole(s) utilisé (s) : PE 16C, PSO G 
Concentration en PCP : 
Suivi pluri-journalier de la concentration en PCP dans la phase aqueuse, de 2 à 3 
echantdlonnages par jour seront nécessaires afin de bien suivrc  évolution de la disparition 
du PCP. Un échantillon de 3ml prélevé à la seringue de l'échantillon principal (5rnl) puis 
filtre sur filtre Téflon de 0 , 5 p  . est passé dans le HPLC suivant le protocole PCPcourt de 
1998 (voir cahier du HPLC). Un pré-traitement des échantillons pouvant endommager la 
colonne devra être fait. 
Pré-traitement des échantillons. PE l6H 
Identification des échantillons : V ALPCP(jour).(mois).(réacteur) 
Protocoie(s) utilisé (s) : PE 16C. PSO G10 
Volume des boues 
La hauteur du liquide sera mesurée dans chaque réacteur tous les jours et avant et après 
chaque ajout afin ben comaîtxe la variation du volume et ainsi faire un bon bilan de masse. 
Un bâton de verre gradué sera inooduit dans le port d'échantillonaage afin de mesurer la 
hauteur du liquide. 
Concentration en Cio-C~ :
Envoyé à l'extérieur selon les échantillons disponibles ainsi que la limitation du budget. 
Identification des échantillons : VALC 1 O-C50 (jour).(mois).(reacteur) 
Protocole(s) utilisé (s) : PSO G 
3.1 Bilans 
À la fin de la période d'activation, une analyse du sol du fond des r6acteu.r~ sera faite afin de 
déterminer sa contamination par rapport à celle du début de l'activation. Concentrations en 
PCP, C lo-CH, et Cl-. De plus des échantillons de 10 ml composé de 5 fois 2nd pris à des 
195 
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hauteur s et des endroits différents des réacteurs seront prélevés afm de faire des analyses de 
CIO-CSO et de PCDD/DF. Ces informations supplémentaires permettront de faire un bilan de 
masse complet sur l'ensemble de chacun des réacteurs. 
PSO AS, PSO A10, PSO A12, PSO GlO, PE 16 A B. C, D, F, H, K 
Barbeau, C. (1996). Bioaugmentation de sols contaminés au pentachlorophénol par la 
méthode des sols activés. École Polycchnique. Génie civil. Montréai, Université de 
Montréal. 
One. M.-P., Gagnon, I., Comeau, Y., N., M., Greer, C. et Samson, R. (1994). Activation of 
an lndigenous Microbial Consortium for Bioaugrnentation of PcntachiorophenoVcrtosote 
Contaminated Soils. ADDI. Microbid Biotechnol40.926-932. 
RÉSULTATS ET RECOMMANDATIONS 
Les modifications au protocole ont été faites a la lumière des résultats de la première 
activation. Les points importantts qu'il faudra suivre sont ie pH, la minéralisation et les 
comptes microbiens. II faudra aussi s'assurer des concentrations en ions chlorures contenues 
dans tous les ajouts faits aux réacteurs afin de pouvoir produire un bilan molaire 
satisfaisant.. Les principaux résultats de cette expérimentation se retrouvent en annexe sous 
forme de feuilles de caiculs. 
ANNEXES: 
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Résultats Activation 2 

[jour 1 heure lioun 
RBacteur 1 Activation au NaPCP 
Ajout 1 
- - . . . - . - - a - - . - - - . . . - . - - . - .  
02-mail 15h30 1 30371 13921 8,761 7.18 Ajout 




Selon le bilan de chlore, 97,4Ok du PCP est mlnCralis4 
0.02679 
Bilan molaire sur le CI- versus le PCP aiauta! 
Selon le bilan de chlore, 96,9% du PCP est minhlbé 
0,031 91 5 
tes taux sont calculés ainsi: 
taux moyen: quantite de PCP dégrad6 en un ajout sur le temps temps requis 















Temps O (Totaux 0,OO 44-0 1 ,WE-04 13 5 38 1,30E+03, 5,OOE+û2, 3,806+03 
- 
201 170 
somme PCP hexa 
.>. .max: " hum 
* 
somme PCP hexa 
PCP 1 26,1 O 5-3-2 1,OOE-06 170 80 410' 1 ;70€+06 8;00~+05' 4;10~+06' 
Hexa 26.10 5-5-1 1 ,00E-û7 300 100 1300 3,WE+07 1,00E+07 1,3ûE+08 







- --  a - - 1 - -  1 I m . . 






































































3 3,00E+06 2,40E+07, 24 9,WE+06 
































1 1 1 
r 
Totaux 60,09 4-06 4 ,ME48 13 5 38 1,30E+07 5,00E+06 3,8OE+07 
PCP 60,09 








































































































30,27 5-2-1 1,00E-05 70 
04-avr 
Bilan 
r ~ ~ d r .  Disparition 1 92,53086 
16h00 
Ajout 2 : '.) 
C 










18,401 750 102.35 

Mineralkation du PCP dans le rtiacteur active à la solution de prbservation 
----- - -  - - -  ------- -- ---- 
90 
+ R2 Temps O 
+ R2 Ajout O 
-t- R2 Ajout ? 
+ R2 Ajout 2 
+ R2 Ajout 3 
4 R2 Ajout 4 
+ R2 Ajout 5 
-t- R2 Ajout 6 
O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 
Joun 
Mineralistaion du PCP dans le réacteur activé au NaPCP 
----------- -- - 
90 
85 
- - - - -  
+Rl Temps O 
+RI Ajoul O 
+RI Ajout 1 
+RI Ajout 2 
4 R I  Ajout 3 
4 R 1  Ajout 4 
la- R 1 Ajout 5 




Résultats Activation 3 
Réacteur 1 
Ajout 1 



















liours IDH ImV lmMal IPCP I 
Ajout 1 
L 
25-aoüt 15h30 20,02 6.89 156.0 3,80 73;78 Ajout 3 











' 02-sept' 14h ' 26,98' 7.1 ' 148,~' 5173' 
il-sept ,15h 34,02. 7.5 145,l 6,78 





































Selon le bilan de chlore. 
97,44 3C du PCP est min&alis& 
Bilan molaire sur le CI- versus le PCP ajouté 





Selon le bilan de chlore, 
93,94 % du PCP est minéralis6 
Bilan molaire sur le CI- versus le PCP ajouté 




















































CI- en trops 
mMol 
-0,28 





















- PCP total 
mp/l 











Bilan disparition PCP 
valeurs obtenue par laboratoire phillip 
Bilan disparition CIO-CS0 99.87 
a- (aq) 
C 1 O-CS0 
PCP sol 
PCP lia 
Taux disparition PCP moyen final 
Taux disparition PCP moyen initial 





























r 1 réactivation fin 
r2 réactivation fin 
r i  début 
r2 début 
r l  fin 
r2 fin 
dkgradcurs de PCP 
rl début 
r2 début 

























































Macteur alimente au NaPCP 
Temps (jours) 
Reacteur alimente B la solution de preservation 
lOOf@ iûûmg/i 
I i I 
O 10 20 30 40 
Temps (jours) 
I 
I m i  
+ Début réacteur dim. NaPCP i 




O 5 10 15 20 25 
Temps (jours) 
a100 r 
+ Début réacteur alirn. SPB 
;= 40 
-aJ ,, f.1 + Fin réacteur dim. SPB 
2 -B- Début réacteurs aiim. SPB et NaPCP 2 80 l 
' aJ 4 Fin réacteur dim. SPB 
60 - 
z -& Fin réacteur alirn. NaPCP 
-8 40 - 
c a . - 
E 20 - 
s 
O i 
O 5 10 15 20 25 
Temps (jours) 
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ApprouvC par: 
Version: Officielle pour mémoire 
Date: ' m  la 103 
Date Début: 28/07/97 
Date fin : 
- -  
en microcosmes d'un sol en phase boueuse 
en cours de bioactivation 
Mots clés: PCP, microcosmes, hexadécane 
L 
Détermina la variation du potentiel de dégradation des sols des réacteurs 1 et 2 tout au long de 
ieur bioactivation 
Bouteilles à microcosmes avec bouchons en caoutchouc et mital,, 
et petits tubes de 4 ml 
Pur essais de minédisaiion {inprcu~ats ei fémoin. frois fois): 
1 0 ml de sol en phase boueuse (1 0% ph)  pour chaque microcosmes 
Solutions de I4c-pcp, "'c-~exadecane 
Solvants : Toluène et hexane 




Solution KOH IN 
Solution de PCP 15@htres 
Coktail à scintillation (optiphase Hisafe-3) 
La méthodologie suivie est celle du PSO AI0  voici les points particuliers a notre expérience: 
Préparotion des solutions radioucfives 
U-'%PCP lot 3SH9202 Via1 Valérie 104 000dpm125pL 
HEXADÉCANE-~-'~C Vial Valéne 108 000 dpml2SpL 
L'ajout de solution pour chanin des cas (PCP et HEXADÉCANE) sera de 18 & l'ajout 
total devant être d'environ 75 000 dpm. 
Pr&pnrafion des niicrocosnres: 
Avant chaque ajout de solution activante dans les réacteurs 1 et 2: 
Échantillonner 40 ml du réacteur 1 (active au NaPCP),mettre 10 ml dans quatre bouteilles à 
microcosme. 
Échantillonner 80 ml du réacteur 2 (active a la solution de préservation), mettre lm dans huit 
bouteilles à microcosme. 
Feuilles de travail : - - 





Ajour de fioid: 66pL de PCP IZg/L (pour un fou1 de 100ppm) dam les vALkficP(seuienient 
lors de I'activafion I )  
Agitation: agitateur giratoire à 120 RPM 
Couvrir: papier d'aluminium 
Bouchons: anneaux de métal et caoutchouc gris 
Préparation KOH: 1 L 
Suivit de la minéralisation 25 jours avec deux échantillonnages par jour au début. 
4. RÉFÉRENCES 
PSO A l 0  et PSO GS 
5. RESULTATS ET RECOMMANDATIONS 
Pour l'activation l'ajout de f?oid sera uniquement de 20 mgR. perce que la minéralisation du 
PCP a été inhibée. 




  rot oc oie #:-PE 16 H 
Version: Officielle pour mémoire 
Titre: Extraction au chlorure de méthyle du PCP d'un échantillon de boue 
pages: 2 
Date Début: 6 février 
liquide par la méthode base/acide. 
i Datt fh 
Mots clés: Cl O-CSO, extraction, HPLC 
Nettoyer des échantillons de liquide boueux pouvant contenir des hydrocarbures ou des 
composés susceptibles d'endommager ou de salir la colonne du HPLC, en procedant à une 





Vials à scintillation 
Pipette pasteur 
Seringue Sm1 
Filtre O, 5 pm en Téflon et support métallique 




Papiers uidxcateur de pH 
Mettre 3ml du liquide boueux dans un via1 à scintillation. Ajuster le pH à I I  en utilisant la 
solution de NaOH HtSOI et une micropipette (vérifier avec papier pH, mais le moins 
souvent possible). Rajouta 3ml de chlorure de méthyle, fermer le Mal et mélanger au Wrist 
Action pour 20 minutes. Laisser défanter, jetter la phase organique. Rajouter a la phase 
aqueuse 3d de d'une solution aqueuse ayant un pH en dessous de 2, fmner le via1 et 
mélanger au Wrist Action pour 20 minutes. Laisser décanter et retirer la phase aqueuse, et 
faire évaporer la phase organique avec un petit jet d'air. Ressolubilier le PCP sec dans le 
via1 avec une quatité de méthanol équivalente a la dilution voulue. Filter nn 0,Spm dan un 
via1 ambré allant au HPLC. 
Validation de la méthode: 
Afm de vérifier l'efficacité et la répetabilite de ccne méthode, les essais suivants devront 
être faits : 
1. 3 fois : 3ml d'eau distillée + 150 mg/i de PCP (pure dans du NaOH 0,25N) 
2. 3 fois : 3 r d  d'eau distillie + 5 mg/l de PCP 
3. 3 fois : 3ml d'échantillons du réacteur 2 (congelés, plusieurs mélanges pour utiliser le 
même échantillon de base pour les essais 3,4 et 5) 
4. 3 fois : 3ml d'échantillons du réacteur 2 + 150 mg/l de PCP bure dans du NaOH 
0,25N) 
5 .  3 fois : 3rd d'échantillons du réacteur 2 + 5 mg0 de PCP 
EPA Method 625 
5. RESULTATS ET RECOMMANDATIONS 
Les résultats de la vaiidation sont dans le cahier de laboratoire Valérie il, dernière pages. 
Les résultats de contrôla eEectués par Phillip lab. dimontrent un écan de 30% avec nos 
résultats. voir en annexe. 
6. ANNEXES: MODIFICATIONS 
Selon les contr6les fait sur des bchantillons du rdacteu 
t 




restant A l  
moyenne 3 ' 
échantillons 
2 chez philips avec une meilleur méthode d'extraction: 












- - -- . - - - - - - 
moyenne W,51 






% de recupération 
lssai fait en serie 
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  rot oc oie #: PE 161 ( pages: 3 
1 Auteurs: Valérie Bécaert 
Version: Officielle pour mémoire 
Signatures:  
Date Début 1 1 décembre 97 
Date fui 
Date: 1 @k 1 
/ ~ i t d k i f i c a t i o n  de l'influence du PCP sur la minéralisation de 
l'hexadécane et vice versa. 
Mots clés: 
minéralisation, PC P, hexadécane, microcosmes 
Vérifier I'influence de la présence d'hexadécane sur la mùiéralisation du 
Pmtachiorophénol ainsi que l'influence du PCP sur la minéraiisation de l'hexadécane par 
des essais en microcosme. 
Bouteilles sérologiques avec bouchons en caoutchouc et métal 
petits tubes de Sm1 
sol tamisé (2mrn) 
MSM 
Solution de 14g de PCP dissous dans du NaOH 0,25N 
Hexadécane 
Solutions de '"c-PCP, "c-~exadecane (a 10 OOOdpm par pL) 
Solvants : Toluène et hexane 
Seringue de 25pL 
NaN3 
Solution KOH 1N 
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La méthodologie suivie est celle du PSO A10 voici les points particuliers a notre expérience: 
Préparation des microcosmes: 
Le sol qui sera utilisé sera le même que celui que !'on utilisera lors de la bioactivation au mois 
de janvier c'est A dire la chaudière 7 provenant du centre de traitement de St-Anaclet. Un 
milange boueux de 10% tel que celui qui sera fait lors de la Bioactivation (2.5 g de sol et 25 ml 
de MSM) sera utilisé. Des ajouts de contaminants non-radiomarqués seront faits sw certains 
microcosmes selon la feuille de travail. 
Les microcosmes seront inoculés avec 10p1 des solutions radiomarquées pour un total de 10( 
000 dpm par microcosme. Des tripliatas et témoins abiotiques seront faits pour chacun de 
essais. Lors des ajouts de radioactivité 6 contrôles (3 hexadécane et 3 PCP) seront faits, un ai 


































de travail : 




PCP +"CPCP Tcmoin 
hem + A 
hesa + "CPCP 6 
hcsa + "CPCP C 
hesa + "CPCP Tirnoin 
PCP A 
Y PCP B 
I'c PCP C 
"C PCP Ternoin 
PCP + "cH~..Û A 
PCP + ' " C ~ e s a  B
PCP + "CHCX~ C 
PCP + "CHesa Témoin 
Hcxa + " ~ ~ e s a  A 
Hcsa + " C H ~ X ~  B
Hcxa + " ~ ~ e ; r ; i  C
Hcsa + " C ~ c s a  Temin 
"C Hcxa A 
"C Hexa B 
"C Hesa C 













































































5. RÉSULTATS ET RECOMMANDATIONS 
Les micromsmes seront mis sur plaque agitatrice a a la température de la pi&. 
Hma + PCP +"CPCPA 
Hesa + PCP + ' 4 ~ ~ ~ ~ ~  
Hcxa + PCP + ' 4 ~ ~ ~ ~ ~  
Hexa + PCP +"CPCP Tirnoin 
Dans la première version de ce protocole, 16 mimcomies fiuent suivis pendant trois 
semaines. Lem compositions étaient les suivantes, triplicatas et témoins de : 
1) 50 m g  de PCP non-radiomarqué + LOO 000 dpm de PCP radioactif 
2) 50 m g  de PCP non-radiomarqué + 100 000 dprn d'hexadécane radioactif 
3) 50 mgA d'hexadécane non-radiomarqué + 100 000 dpm de PCP radioactif 
4) 50 mg/l d*hexadécane non-radiomarqué + 100 000 dpm d'hexadécane radioactif. 
0.005g 














1) Les flores dégradant le PCP et I'hexadécane semblent être deux flores diffbntes, 
puisque l'on assiste a une minéralisation du composC radiomarqué dans les 
microcosmes qui ont été injectés avec l'autre composé mais non-radiomarqué (PCP + 





2) Le temps de latence lors de l'ajout de 50 mg/l de PCP est trts long et suggère que les 
micro-organismes ont subit un choc toxique a ont pris plus de 15 jours à montrer des 
signes de minéralisation 
3) L'ajout de 50 mg/litre d'hexadécane est peut-être toxique pour la flore, mais une 
seringue défectueuse lors des ajouts d'hexadécane radiomarqué o d t  Sac a l'origine P. des résultats de faible minéralisation des microcosmes Hexa + CH-. De mauvais 
résultats lors des contrôles radioa~tifs*~~ 
Recommandations : 
Afin de limiter le choc toxique la concentration de l'ajout des composés non-radiomarque 
sera de 20 mg/l. Des essais sans ajout de h i d  seraient à faire. Étant donné gue la cause de 
la faible mlliéralisation des micmcosmes Hexa + ' ' c~exa  n'est pas définie ( w g u e  
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défectueuse ou choc toxique ?), un ajout de 20 mgfl d'héxadécane pourrait n'avoir aucune 
influence sur le comportement de micro-organisme puisque l'hexadécane est moins toxique 
que le pentachlorophenol 
6.  ANNEXES: MODIFICATIONS 
I j I l m i  
I 
I 4 
t 1 i ,&- i 
60 ! 
1 
PCP + 14CPCP 
40 1 + Hexa + A ~ C P C P  - 
Minéralisation du PCP sous différentes conditions 
100 ! I 1 
J I 
I 1 ! j I 1 80 - , - PCP + 34CHexa 1 1 i 
l l 
i ! 
0,OO 4,OO 8,OO 12,W 16,OO 20,OO 24,OO 
jours 
Minéralisation de Ihexadécanne sous diff6rentes 
conditions 
100 , 
- Hexadecane I i 
40 1 I 1 I I l 
1 
0,OO 4,OO 8,OO 12,ûû 16,W 20,OO 2 4 , a  
jours 
! I l ! I 1 
- -  
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Version: Offtcielle pour mémoire Date Dbbut: 4 septembre 1998 
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Auteurs: Valéne Bécaert 
Approuvé par: Josée Gagnon Signatures: 
Date: a f@\ 
Titre: Bioaugmentation d'un sol contamine au PCP par un inocuium 
bactérien sous forme de sols activé 
Mots clés: Bioaugmentation, PCP, dioxine, hanne 
Déterminer les performances de biodégradation du PCP, des hydrocarbures pétroliers et des 
dioxines et fwannes de la technique de bioaugmentation d'un sol contaminé aux produits de 
conservation du bois par un inoculum sous forme de sol activé. 
MATÉRIELS 
15  bocaux de 4 litre avec couvercles 
soi contaminé au produit de conservation du bois à base de PCP 
Sol activé au NaPCP, sol activé àlasolution de préservation 
'"c-PCP et hexadecanne? 54 microcosmes par mois de PCP a18 microcosmes 
d'hexadécanne. 
Tubes pour comptes NPP bouchons téflon , avec bouteilles de lait 
Vials a scintillation 
matériel pour pH d'un sol (PSO G) 
231 
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0 Cupule d'aluminium et balance analytique 
O matériel pour Capacité de rétention au champs (protocole, maitrise a Oliver Scouef) 
Cuillère en acier inoxydable 
Thermomètre 
Choix du sol à traiter: 
Certaines analyses doivent être faites sur un sol afin de détermina s'il est propice à l'essai 
de bioaugrnentation. On doit premièrement s'assurer que sa concentration en PCP est assez 
élevée (dans les 500 mgkg serait parfat), que sa granulométrie soit propice à un 
dégradation (moins de 2 5% d'argile) et qu'il ne contient pas trop de métaux lourds (puisque 
ça nuit à I'activité des micro-organismes). Qu'il possède ou non une flore microbienne n'est 
pas important puisque nous allons lui faire un ajout d'inocdum bactérien sous forme de sol 
activé. Néanmoins un essai de minéralisation du PCP sera fait. 
Caractérisation prélintinaire du sol à traiter: 
Le sol que l'on traite doit d'abords être tamisi à 4 mm et homogénéisé. Les analyses à 
effectuer sur ce sol sont les suivantes: 
Granulométrie, concentration en Pentachlorophénol, concentration en dioxines et fiirannes, 
concentration en hydrocarbure pétroliers, pH, contenu en eau, métaux, carbone organique 
total et ions cidorures. 
Faire un compte bactérien sur les sols que l'on utilise comme inoculum (activé au NaPCP, 
activé a la solution de presewation et non-activé) juste avant de les utiliser. 
Préparation du consortium à inoculer: 
Si le sol active a dû être remisé au Kgidaire à 4"C, il faudra réagiter a réaérer les mélanges 
jusqu'a ce qu'ils soient à la tmpérahirc de la pike depuis au moins un jour. 
Prbaration des macrocosmes: 
Les bioréacteun dans lesquels sont efféctué les essais de bioaugmmtation sont des 
contenants de verres de 4 litres où sont d b s é  2Ska de sol contaminé au PCP tamisé à 
4mm. Chacun des essais se fait en îriplicatas (A-BK). L'ensemencmient des bioréactcu~ 
bioaugmentés est effectué afin d'atteindre une concentration microbienne finde (d6@eurs 
de PCP) de 10' bactériedp. de sol sec et un contenu en eau de 80%& la capacité de 
rétention au champs. Le sol activé sera ajouté sous sa forme agitée et non décante (tel que 
dans les réacteun d'activation pendant la production). 
Les préparation initiales selon les rnacrocosmts se font comme suit: 
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Tableau des conditions initiales des macrocosmes: 
Numérotation des macrocosmes 
(hipiica tas A-B-C) 
1- Temoin stérile sans bioaugmentahon 
- - 
de sol, 250ml de sluny 1 et 207ml de 
Composition de dipart 
2.5 kg de sol, 16g g d'azoture de, 4 5 7 d  de 
MSM 
2- Temoin biotique sans bioaugmentation 
3- Bioaugmentation unique avec sol activé 
au NaPCP 
2.5 kg de sol et environ 457ml de MSM 
2.5 kg de sol. 250d de slurry let 207ml de 
MSM 
bioaumnentation successive ( ~ É M S &  
5- Bioaugmentation successive avec sol 
active à la solution de préservation de bois 
Lorsque les résultats de ~ ~ i s a t i o n  mo treront une baisse de lactivité microbienne, une 
seconde bioaugmentation sera faite. L'ajout de sluny sera le même que précédemment a 
t'exception qu'il faudra ceneîfiiger les solution afin de réduire la quantité d'eau rajoutée 
dans les bocaux. 
2.5 kg de sol, 2 S M  de slurry 2 et 207ml de 
MSM 
Centrifugation à 7500 rpm pour 20 min comspond à une concentration fois 10. 
Aiustenrenl du PH: 
Le pH devra être maintenu au dessus de 6,s. Les ajustements se feront avec de la chaud 
CaC03. 
Suivis de la bioaumentation: 
Le teneur en eau devra être maintenu, six analyses de PCP et Ci*-Cui par macrocosme 
seront effectuées par un laboratoire accrCdité selon le plan d'échantillormage. Des essais de 
minéralisation du PCP et de Iriexadécane seront effectuée am semaines 0,5,9,13 et 19. Le 
pH, la teneur en eau et la température seront suivis toute les semaines 
Protocoles utilisés: 
PSO G, PSO A12, PSO A8, PE IdA, PE 8, PE16D 
Plan des échantillonnages : 
semaine 4 1 humidité, pH. temp, PCP, Cie-CM 
t 1 




( semaine 5 1 humidité, pH, temp, microcosmes (12)**, NPP(12) 1 
caractérisation préliminaire 
humidité, pH, ternp, microcornies (1 5) ,  NPP(1 S), PCP, CIO- 
G o  
humidité, pH, temp 
humidité, pH, temp, 
1 semaine 6 1 humidité, pH, temp 1 
semaine 7 
1 semaine 10 1 humidité, pH, temp, PCP, CIO-CSo, 1 
humidité, pH, temp, PCP, C io-Cso, 
semaine 8 
semaine 9 
humidité, pH, ternp 
1 
humidité, pH, temp, microcosmes ( l2), NPP(l2) 
semaine 1 1 
semaine 12 
humidité, pH, ternp 
humidité, pH, temp 
semaine 13 
semaine 14 
#15 macrocosmes: tous 
humidité, pH, ternp, PCP, C lPCSO, microcosmes (1 2), 
NPP( 12) 
humidité, pH, ternp 
semaine 15 
semaine 19 
+* 12 macrocosme: de 2 à 5 (A-C-B) 
humidité, pH, temp 
humidité, pH, tmp,  PCP, CIO-CN,, microcosmes (IS), 
NPP( 15) 
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Feuille de route : 









5 séries de 
dilutions 
Dilutions O : 
log de sol dans 






pour mac. 1 à 6 "c-PCP, pour 2- 5- 6 '"c-hexadéca~e 
log de sol par microcosme, spike de 100 OOOdprn 
entreposage à l'abris de la lumière et température de la 
pièce 
- - - 
pour rnac. 1 à 6 degradeurs de PCP 
pour mac. 2-5-6 hydr~cafbonoclastes 
dilutions PCP: 
1A-B-C- de 10' à 10' 
2A-B-C- de 10' à 10' 
3A-B-C- de 10' à 10' 
4A-B-C- de 1 o2 à 10' 
SA-B-C- de 10' i 10' 
dilutions Hvdrocarbonoclastes : 
2A-B-C- de 10' à 10' 
4A-B-C- de 10' à 1 O' 
SA-B-C- de 10* à 10' 
5g de sol et 5 mi dans tubes plastiques à bouchons bleus, 
Wrist action 1 O min, décantation 30 min, prise de pH 
Ajout de 2ml par lOOrnl de ISA, sonde chlorure, 
filtration pour HPLC ionique 
Avec thermomètre attendre stabilisation de la lecture 
Suivre PE 16 M, échantillonnage log dans via1 a 
microcosmes. Prendre 5 fois 2g a 5 endroits différents 
dans le macrocosme. Il faut les mettre au congélateur si 
l'analyse n'est pas faite tout de suite. 
~chantillonna~e d 306 comme pour PCP, CIO-CS0 el 
dioxines et fiirames, a mettre au congélateur. 
4. RÉFÉRENCES 
Thèse de doctorat de Louise Deschênes et Mémoire de maitrise de Carole Barbeau 
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5. RESULTATS ET RECOMMAlïDATIONS 
Étant donné la faible contamination des sols, la bioaugmentation et la biostimulation 
semblent donner des résultats semblables. Les analyses de PCP sont faites par Philip et 
seront envoyées stratégiquement afin de réduire le nombre d'analyse dans le cas ou les 
résultats seraient tous semblables. 
Seulement 3 séries de bocaux ont été analysés pour le PCP et les CIO-Clo, série 2, 4 et 5. 
Les autres ont été échantillonnés mais pas analysés, les échantillons sont conservé au 
congélateur. Le sol provenant d'un site d'entreposage de poteaux , comprenant des poteaux 
traités au métaux cuivre chrome arsenic, les sol a été caractérisé pour ces métaux. 
Les témoins biotiques ont été échantillonnées à la semaine O et la semaine 19. 
Le plan d'échantillonnage effectué Ion de i'epérimentation est annexé. 
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A - B  
85 
89 
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Echant. E4 1 
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Echant. €2 1 
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0.82 Echant.TO 1 
Echant. E l  1 
€chant. E2 1 
Bioaugrnentation 
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Minéralisation du PCP 
Minéralisation de l'hexadécanne 
